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RESUMO 
Estatinas são medicamentos amplamente utilizados no tratamento de 
hipercolesterolemia e de doenças cardiovasculares, reduzindo o risco de morbimortalidade 
cardiovascular em pacientes com síndrome metabólica. Vários estudos atribuíram às estatinas 
propriedades imunomoduladora, anti-inflamatória, antibacteriana e osteogênica. No entanto, 
estudos dos efeitos dessas drogas nas bactérias orais ainda são incipientes. O objetivo deste 
estudo foi investigar a atividade antimicrobiana das estatinas contra as bactérias periodontais e 
estreptococos orais, na forma planctônica e em biofilme, além de avaliar a interação com 
antibióticos metronidazol e amoxicilina. Ensaio de Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi 
realizado para avaliar o efeito da sinvastatina, atorvastatina e pravastatina contra 
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Actinomyces 
odontolyticus, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius, 
Streptococcus sanguinis e Streptococcus gordonii. Ensaio de associação de antimicrobianos foi 
realizado com a sinvastatina, amoxicilina e metronidazol a fim de avaliar uma possível 
interação. Foram realizados ainda estudos para avaliar a atividade antibiofilme da sinvastatina 
contra P. gingivalis em placas de poliestireno. Além da adesão bacteriana em discos de titânio 
(Ti) com a espécie de P. gingivalis e da inibição da formação e viabilidade do biofilme em 
espécie de S. oralis. Sinvastatina demonstrou ação para todas as espécies testadas, com exceção 
à F. nucleatum, que também foi resistente às outras estatinas. Atorvastatina apresentou 
atividade para P. gingivalis e os estreptococos orais. P. gingivalis demonstrou maior 
sensibilidade às estatinas, com CIM de 3,125 à 6,25 µg/mL para a sinvastatina e 25 à 50 µg/mL 
para atorvastatina. A pravastatina não apresentou atividade antimicrobiana contra nenhuma das 
espécies testadas. O crescimento de P. gingivalis, P. intermedia e A. ondontolyticus foi 
parcialmente inibido pelas concentrações de sinvastatina abaixo da CIM. Atorvastatina não 
apresentou atividade contra A. ondontolyticus, no entanto, observamos uma inibição parcial do 
crescimento em concentrações de 25 e 50 µg/mL. Nos ensaios de associação, houve interação 
sinérgica entre a sinvastatina e amoxicilina para S. oralis e S. sanguinis. Para as outras espécies, 
as associações tiveram interação aditiva, com redução nos valores de CIM de 2 a 4 vezes para 
sinvastatina e/ou antibiótico padrão. Quanto ao biofilme de S. oralis, observou-se inibição da 
formação e viabilidade com redução em torno 2 à 3 logs de UFC/mL, na concentrações de 50x 
CIM. Para P. gingivalis, concentrações de 10 e 50x CIM reduziram em torno de 80% a formação 
do biofilme nas placas de poliestireno e no modelo de disco de titânio inibiu totalmente a 
adesão, apresentando a sinvastatina resultados comparáveis ao metronidazol. Em conclusão, a 
sinvastatina apresentou atividade antimicrobiana e antibiofilme contra P. gingivalis e S. oralis 
e ação sinérgica para S. oralis e S. sanguinis. Assim, sinvastatina tem um potencial para uso 
terapêutico e preventivo nas infecções periodontais e doenças peri-implantares.  
Palavras-chave: Doença periodontal. Inibidores de Hidroximetilglutaril-CoA Redutases. Anti-
Infecciosos. 
 
  
ABSTRACT 
Statins are drugs used in the treatment of hypercholesterolemia and cardiovascular 
diseases, reducing the risk of cardiovascular morbidity and mortality in patients with metabolic 
syndrome. Several studies have assigned statins immunomodulatory, anti-inflammatory, 
antibacterial, and osteogenic properties. However, studies of the effects of these drugs on oral 
bacteria are still incipient. The objective of this study was to investigate the antimicrobial 
activity of statins against periodontal bacteria and oral streptococci, in planktonic and biofilm 
form, and to evaluate the interaction with antibiotics metronidazole and amoxicillin. Minimal 
Inhibitory Concentration Assay (MIC) was conducted to evaluate the effect of simvastatin, 
atorvastatin and pravastatin against Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, 
Fusobacterium nucleatum, Actinomyces odontolyticus, Streptococcus oralis, Streptococcus 
mitis, Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis and Streptococcus gordonii. 
Antimicrobial combination assay was performed with simvastatin, amoxicillin and 
metronidazole in order to evaluate a possible interaction. Furthermore, the antibiofilm activity 
of simvastatin against P. gingivalis on polystyrene plates was investigated. In addition, we 
evaluated the inhibition of the bacterial adhesion on titanium (Ti) discs with P. gingivalis 
species and inhibition of S. oralis formation of biofilm and viability. Simvastatin showed an 
antimicrobial activity against all species, except for F. nucleatum, which was also resistant to 
other statins. Atorvastatin presented activity for P. gingivalis and oral streptococci. P. gingivalis 
was the most sensitive to statins, with MIC ranging from 3,125 to 6,25 μg/mL for simvastatin 
and from 25 to 50 μg/mL for atorvastatin. Pravastatin did not shown any activity against species 
tested. Growth of the P. gingivalis, P. intermedia and A. ondontolyticus were partially inhibited 
by simvastatin in concentrations below the MIC. MIC were not found for A. ondontolyticus, 
however, we observed partial inhibition of growth at concentrations of 25 and 50 μg/mL. In the 
checkerboard assay it was found synergistic interaction between simvastatin and amoxicillin 
for S. oralis and S. sanguinis. For the other species, the associations had additive effect, with 
reduction in MIC values from 2 - to 4 - times for simvastatin and / or standard antibiotic. For S. 
oralis biofilm, inhibition of formation and reduction of viability were observed with a 
diminution of 2 to 3 logs of CFU/ mL at concentrations of 50x MIC. For P. gingivalis, 
concentrations of 10 and 50x MIC reduced the biofilm formation by 80% in the polystyrene 
plates and in the titanium disc model it totally inhibited adhesion, with simvastatin being 
comparable to metronidazole. In conclusion, simvastatin presented antimicrobial activity and 
antibiofilm against P. gingivalis and S. oralis and synergistic action for S. oralis and S. 
sanguinis. Thus, simvastatin has potential for therapeutic and preventive use in periodontal 
infections and peri-implant diseases. 
Key words: Periodontal Diseases. Hydroxymethylglutaryl-CoA Reductase Inhibitors. Anti-
Microbial Agents.
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1 INTRODUÇÃO  
 
 
As doenças periodontais e peri-implantares são desordens multifatoriais complexas 
que envolvem interações entre uma ampla variedade de espécies bacterianas no biofilme dental 
(Farias et al., 2012). Estudos apontam para uma forte relação entre doença periodontal e 
determinados microrganismos, principalmente as bactérias Gram-negativas como, 
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forshytia e 
Treponema denticola (Farias et al., 2012; Carrizales-Sepúlveda, 2018). 
Estes microrganismos expressam fatores de virulência e induzem mediadores 
inflamatórios do hospedeiro, levando à ruptura do tecido conjuntivo e reabsorção do osso 
alveolar, no entanto, a distribuição e prevalência de patógenos periodontais variam dependendo 
dos locais, bem como entre os diferentes grupos étnicos (Farias et al., 2012). O desenvolvimento 
da periodontite também está associado ao estado imunológico do indivíduo, somado à fatores 
ambientais, genéticos e hábitos de vida e higiene, os quais vão modular o início e progressão 
da doença (Farias et al., 2012; Rao et al., 2013; Carrizales-Sepúlveda, 2018). 
As estatinas são medicamentos prescritos com bastante frequência para diminuir os 
níveis de colesterol (van den Hoek et al., 2011) e estão envolvidos na redução da 
morbimortalidade cardiovascular quando usados na prevenção primária ou secundária da 
doença coronariana (Ballantyne, 1998). Fazem parte desse grupo de medicamentos a 
sinvastatina, mevastatina, atorvastatina, lovastatina, pravastatina, fluvastatina, cerivastatina, 
rosuvastatina e pitavastatina. Elas exercem sua ação através da inibição reversível e competitiva 
(McTaggart et al., 2001) de uma enzima que é fundamental para a síntese do colesterol, a 3-
Hidroxi-3-MetilGlutaril Coenzima-A Redutase (HMG-CoA redutase), proporcionando a 
redução do colesterol tecidual e, consequentemente, um aumento na expressão dos receptores 
da lipoproteína de baixa densidade (LDL). Promovem ainda, em menor extensão, a redução dos 
triglicerídios plasmáticos e aumentam a lipoproteína de alta densidade (HDL-colesterol) 
(Kolovou et al., 2008). 
Além dos benefícios cardiovasculares e a capacidade de redução de lipídeos (Cerit et 
al, 2016; Tamaru e Ishihara, 2016), as estatinas possuem os chamados de efeitos pleiotrópicos, 
dentre os quais destacam-se os efeitos antioxidantes (Matalka et al., 2013), ação 
anticarcinogênica (Yu et al., 2013; Park et al., 2013), efeito anti-agregante plaquetário (Luzak 
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et al., 2012), antiviral (Kishta et al, 2016), ação anti-inflamatória (Qadir et al., 2014; Zhao et 
al., 2015) e pró-osteogênica (Maeda et al., 2013; Liu et al., 2012; Bertl et al., 2018).  
Estudos recentes tem ainda demonstrado que as estatinas podem ser benéficas no 
tratamento das doenças periodontais. Em uma revisão sistemática de estudos que avaliaram o 
tratamento com estatinas em periodontite induzida em animais, a aplicação local no 
subperiósteo ou intrasulcular, ou a administração sistêmica de formulações de estatinas 
reduziram a perda óssea alveolar ou promoveram um ganho ósseo superior aos animais não 
tratados (Bertlet al., 2018). Ainda, em outra revisão sistemática com metanálise, estudos 
clínicos controlados e aleatorizados apontam para uma melhora clínica periodontal nos 
pacientes tratados com uso local de estatinas como adjuvante ao tratamento periodontal não 
cirúrgico (Meza-Maurício et al., 2018). Nesses estudos, o uso de formulações tópicas de 
rosuvastatina, atorvastatina e sinvastatina promoveram um ganho no nível de inserção clínica 
após 3 e 6 meses do tratamento (Pradeep e Throat, 2010; Pradeep et al., 2013; Kumari et al., 
2016; Meza-Maurício et al., 2018).  
Ainda é discutido se as estatinas podem prevenir infecções. Nos últimos anos 
pesquisadores relatam a associação entre o uso de estatinas e a redução de processos 
infecciosos, como sepse (Hackam et al., 2006; Gupta et al., 2007), pneumonia (Van de Garde 
et al., 2006; Schlienger et al., 2007; Khan et al., 2013) e mortalidade relacionadas com a 
infecção (Lu et al., 2011, Nseir et al., 2012), com efeitos preventivos em até 76% (van den Hoek 
et al., 2011). 
Nesse contexto, as estatinas aparecem com um grande potencial a ser explorado 
(Henessy et al., 2016; Ting et al., 2016). Esse grupo de fármacos amplamente prescritos na 
medicina, possuindo grande margem de segurança e baixa frequência de efeitos colaterais. Com 
o intuito de avaliar a atividade antimicrobiana, estudos já demonstraram que as estatinas, 
apresentam efeito contra diferentes espécies bacterianas, entre elas Staphylococcus aureus 
(Masadeh et al., 2012; Graziano et al., 2015, Thangamani et al., 2015), Staphylococcus 
epidermidis (Thangamani et al., 2015) e Streptococcus pneumoniae (Bergman et al., 2011; 
Thangamani et al., 2015).  
Alguns estudos já apontaram os efeitos das estatinas sobre os microrganismos orais 
(Ting et al., 2016). Recentemente, esses estudos demonstraram que a sinvastatina tem efeito 
inibitório em espécies como Porphyromonas gingivalis (Emani et al., 2014, Kaminská et al., 
2018), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Emani et al., 2014), Actinomyces naeslundii, 
Streptococcus gordonii (Kaminská et al., 2018), além de outros estreptococos orais (Whitaker 
14 
 
 
e Alshammari, 2017). Outras estatinas, como atorvastatina, lovastatina e fluvastatina também 
interferem no crescimento, formação de biofilme e viabilidade de biofilme multiespécie, porém 
com menor efeito do que a sinvastatina (Kaminská et al., 2018).  
Dessa forma, devido à escassez de informações sobre os efeitos antimicrobianos 
das estatinas, principalmente em bactérias orais, faz-se necessárias investigações que 
confirmem e aprofundem os achados até o momento (Ko et al., 2017). Ainda, estudos pré-
clínicos e clínicos têm apontado para resultados promissores do uso das estatinas no tratamento 
das periodontites; porém, ainda sem investigar o potencial antimicrobiano desses fármacos. 
Assim, o presente estudo, teve como objetivo, avaliar os efeitos das estatinas em culturas 
planctônicas, bem como o efeito da associação da substância testada com antibióticos contra as 
espécies Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, 
Actinomyces odontolyticus, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis, Streptococcus 
salivarius, Streptococcus sanguinis e Streptococcus gordonii. Ainda, foi avaliado o efeito da 
estatina com maior atividade antimicrobiana sobre biofilme de S. oralis e P. gingivalis. 
Portanto, com os achados do presente trabalho, pretende-se contribuir para o conhecimento do 
efeito antimicrobiano das estatinas, e consequentemente, o efeito positivo destas substâncias no 
tratamento das periodontites. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
 
2.1 DOENÇA PERIODONTAL E PERI-IMPLANTITE 
 
A periodontite configura-se por ser uma doença de caráter multifatorial, decorrente 
de uma resposta infecciosa e imuno-inflamatória do tecido, causada pelo desequilíbrio entre as 
bactérias da microbiota bucal residente em favor das bactérias periodontopatogênicas do 
biofilme, somada à resposta do hospedeiro (Magán-Fernández et al., 2016; Kinane; 
Stathopoulou; Papapanou, 2017). Fatores genéticos, exposição ambiental, como o hábito de 
fumar e baixa higiene bucal e fatores de risco como as doenças sistêmicas: Diabetes Mellitus, 
Hipertensão Arterial Sistêmica, hiperlipidemia modulam o início e progressão da doença (Vidal 
et al., 2011; Rao et al., 2013; Magán-Fernández et al., 2016; Santos et al., 2017). 
A gengivite é a manifestação inicial, seguida de lesões no sulco gengival, 
comprometimento do tecido conjuntivo e a proliferação de células do epitélio juncional, 
culminando com a formação de bolsas periodontais e danos às estruturas de suporte do dente, 
caracterizando então, a periodontite (Kornam et al., 2008; Kinane; Stathopoulou; Papapanou, 
2017).   
Em decorrência da gengivite, nos tecidos há a presença de marcadores 
inflamatórios, como proteína C reativa, fibrinogênio, IL-6, Fator de necrose tumoral alfa (TNF-
α), Osteoprotegerina (OPG), Ligante do receptor do Fator Nuclear Kappa-B ativado (RANKL) 
e enzimas (metaloproteinases, como a MMP-8 e 9) que degradam e alteram o epitélio gengival, 
podendo estes mediadores ajudar no diagnóstico da periodontite (Pradeep & Thorat, 2010; 
Vidal et al., 2011; Pradeep et al., 2013; Rao et al., 2013). 
Com a progressão do quadro, há formação de um epitélio de bolsa com mudança 
quantitativa nos tecidos conjuntivos, diminuição das fibras de colágeno e sua configuração, bem 
como na estrutura e composição bioquímica da matriz de cemento (Pradeep et al., 2013). Tal 
cenário culmina com a perda do ligamento periodontal, osso alveolar, reabsorção óssea que leva 
à defeitos que podem resultar na perda do dente se não tratado (Pradeep & Thorat 2010; Vidal 
et al., 2011; Pradeep et al., 2013; Rao et al., 2013). 
Há estudos mostrando também que os patógenos periodontais afetam o processo 
oxidativo das lipoproteínas, aumentando colesterol total e as lipoproteínas de baixa densidade 
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(LDL), bem como a expressão de seus receptores e diminuindo lipoproteínas de alta densidade 
(HDL) (Magán-Fernández et al., 2016). 
O objetivo primário da terapia periodontal é interromper a progressão da doença e 
em segundo lugar, a promoção da regeneração dos tecidos destruídos (Pradeep et al., 2013). 
Dentre as alternativas de tratamento, destaca-se a raspagem e alisamento radicular, um método 
não-cirúrgico, mecânico e efetivo no tratamento da doença periodontal. Mas, esta terapia por si 
só pode ser insuficiente em alguns casos, uma vez que a localização anatômica e as limitações 
dos instrumentos periodontais são fatores que dificultam o acesso às bactérias patogênicas 
(Pradeep & Thorat 2010; Betsy et al, 2014; Mombelli, 2018).  
Assim, o uso local ou sistêmico de medicamentos como imunomoduladores e 
antimicrobianos podem ser necessários em associação às medidas de debridamento (Pradeep & 
Thorat 2010; Agarwal, et al., 2017; Mombelli, 2018). Compostos farmacológicos que 
estimulem o hospedeiro a produzir fatores de crescimento ósseo autógeno podem representar 
uma alternativa para estimular o crescimento ósseo (Ting et al., 2016). 
A complicação peri-implantar inicia-se com uma condição inflamatória reversível, 
a mucosite peri-implantar, a qual é agravada pela presença de biofilme bacteriano e pode 
progredir à perda óssea significativa (Wang et al., 2017; Mombelli, 2019). As complicações 
decorrentes vão depender do número de implantes, bem como história prévia de periodontite e 
outros fatores de risco, sendo que pacientes com condições sistêmicas que favorecem à 
periodontite são mais vulneráveis à desenvolver a peri-implantite, além de alterações na 
profundidade de sondagem peri-implantar e maior perda óssea marginal (Wang et al., 2017; 
Ferreira et al., 2018). 
Em relação à microbiota de implantes dentários e dente, estudos de revisão 
sistemática mostram que há semelhança entre elas, sugerindo que patógenos periodontais 
possam estar envolvidos em infecções peri-implantares (Ferreira et al., 2018). 
 
2.2 ESTATINAS 
 
As estatinas são medicamentos amplamente usados no tratamento de 
hipercolesterolemia e de doenças cardiovasculares (Thangamani et al., 2015). De um total de 
nove estatinas, sete são aprovados pelo FDA para tratar pacientes com colesterol alto (Hennessy 
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et al., 2016). Estruturalmente, as estatinas são caracterizadas pela presença de um anel de 
lactona (hidrolisado) na forma ativa, exceto para mevastatina, lovastatina e sinvastatina, onde 
esse grupo lactona precisa sofrer metabolização hepática para então ser convertido na forma 
ativa (Hennessy et al., 2016). 
As estatinas podem ser divididas em duas grandes classes: tipo 1- derivadas de 
origens fúngicas, lipofílicas e possuem uma cadeia lateral butirílica, integram esse grupo a 
lovastatina, pravastatina e sinvastatina; tipo 2- origem sintética, possuem cadeia lateral butiril 
com um grupo fluorofenol e cadeias laterais maiores do que as estatinas tipo 1, são 
representadas por atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, pitavastatina e rosuvastatina, 
conforme mostra a figura 1 (Hennessy et al., 2016; Ko et al., 2017). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1- Estruturas químicas de estatinas. (A) Estatinas tipo 1: anel lactona (azul), uma estrutura 
deca-hidronaftaleno (preta) e uma cadeia lateral butirílica (vermelho). (B) Estatinas tipo 2: grupo 
fluorofenilo (verde), e embora a estrutura do anel lactona seja conservada em todas as estatinas, o grupo 
deca-hidronaftaleno (preta) substituído por uma cadeia lateral distinta mais longa (Adaptado de 
Hennessy et al., 2016; Ko et al., 2017). 
 
Lovastatina Mevastatina Sinvastatina Pravastatina 
A. Tipo 1 – origem fúngica 
Di-hidroxi ácido 
B. Tipo 2 – origem sintética 
Atorvastatina Cerivastatina Fluvastatina Rosuvastatina Pitavastatina 
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As estatinas agem por serem inibidores seletivos e competitivos da enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), a qual é limitante na 
biossíntese do colesterol à mevalonato. Como resposta fisiológica há aumento da atividade dos 
receptores de LDL na superfície celular e redução dos níveis de colesterol circulante 
(Thangamani et al., 2015). As estatinas bloqueiam também a síntese de outros produtos 
intermediários dessa reação, os compostos isoprenóides, que por sua vez afetam a estrutura e 
sinalização celular, dessa forma, o impacto dessas substâncias não se resume apenas a melhora 
do perfil lipídico, conforme mostra a figura 2 (Liao, 2005; Hennessy et al., 2016; Ko et al., 
2017). 
Os isoprenóides intermediários geranilgeranilpirofosfato (GGPP) e 
farnesilpirofosfato (FPP) atuam como ativadores de proteínas sinalizadoras intracelulares, 
responsáveis pelo desencadeamento da cascata da inflamação (Liao, 2005). Entre as proteínas 
sinalizadoras estão a Ras, GTPases e a Rho, que está envolvida na via de transcrição do NFkB 
e consequentemente na expressão de mediadores inflamatórios (Liao, 2005). 
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Figura 2- Via de biossíntese do colesterol mostrando os efeitos da inibição da HMG-CoA redutase pelas 
estatinas (Adaptado de Liao, 2005; Machado; Munhoz; Fernandes, 2011). 
 
2.2.1 Estatinas e seus efeitos antimicrobianos  
 
O reaproveitamento de fármacos já conhecidos com intuito de se propor uma nova 
utilização terapêutica, é uma alternativa mais rápida e menos cara do que o desenvolvimento 
de novos medicamentos (Corsello et al., 2017). As estatinas estão incluídas nesse grupo de 
substâncias com efeitos pleiotrópicos, sendo alguns deles já bem caracterizados, como os 
efeitos cardioprotetores, os quais destacam-se proteção antitrombótica, antioxidante, 
antiagregante plaquetária e endotelial e também imunomoduladora, anti-inflamatória e alguns 
efeitos anticâncer (Qadir et al., 2014; Zhao et al., 2015; Hennessy et al., 2016; Ko et al., 2017).  
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Recentemente, alguns autores observaram uma menor taxa de morbimortalidade 
entre pacientes que fazem uso contínuo de estatinas como hipolipemiantes (Liappis et al., 2001; 
Nseir et al., 2012; Khan et al., 2013). Ainda, na revisão sistemática com metanálise de Khan et 
al. (2013), foi observado um efeito protetor das estatinas em pacientes com sepse e outras 
infecções quando comparado com pacientes que não faziam uso de estatinas, com uma razão 
de chances (odds ratio) que variou entre 0,33 a 0,63 para parâmetros como mortalidade 
hospitalar, mortalidade relacionada à bacteremia, sepse, pneumonia e infecções mistas. 
Esses resultados abriram a possibilidade para novas perspectivas no uso das 
estatinas, principalmente, em relação ao tratamento e proteção contra infecções hospitalares, 
repensando desse modo, sua aplicação para fins que vão muito além da sua função inicial de 
reduzir o colesterol. Já existem estudos mostrando que as estatinas, em especial a sinvastatina, 
apresenta atividade antimicrobiana contra espécies de Staphylococcus aureus, Enterococcus sp, 
S. pneumoniae e Moraxella catarrhalis (Jerwood et al., 2008; Bergman et al., 2011; 
Thangamani et al., 2015). Graziano et al., 2015 avaliaram os efeitos da atorvastatina, 
pravastatina e sinvastatina sobre o crescimento, viabilidade de espécies de S. aureus, 
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Enterococcus faecalis na forma planctônica e em 
biofilme. Observou-se que entre as estatinas, somente a sinvastatina apresentou atividade 
antimicrobiana. O microrganismo mais sensível à sinvastatina foi S. aureus, com valores de 
CIM entre 15,6 e 31,25 µg/ml, de acordo com a cepa estudada. Ainda, verificou-se que essas 
concentrações foram capazes de inibir a formação do biofilme bacteriano bem como de destruir 
o biofilme já formado, apresentando perfil de atividade semelhante à vancomicina e 
gentamicina (Graziano et al., 2015). 
A atividade antimicrobiana das estatinas parece ser espécie-específica e estatina-
específica, já que outras espécies como Haemophilus influenzae, Acinetobacter baumannii, 
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli apresentarem-se 
resistentes a esses fármacos (Bergman et al., 2011; Farmer et al., 2013; Graziano et al., 2015). 
Um ponto importante que diferencia essas espécies do microrganismo S. aureus, é a via da 
metabolização para obtenção de isoprenoides. S. aureus utiliza a via do mevalonato, com ação 
da enzima HMGCo-A redutase para a obtenção desses metabólitos enquanto que as outras 
espécies que não apresentaram atividade antimicrobiana, como E. coli e P. aeruginosa utilizam 
a via do metileritritol 4-fosfato (MEP) (Perez-Gil e Rodríguez-Concepción, 2013). 
Os estudos em bactérias orais ainda são escassos. Precurssor nesses estudos com 
microrganismos orais, Emani e colaboradores (2014) observaram que a sinvastatina tem 
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atividade antimicrobiana contra P. gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, em 
concentrações inibitórias mínimas (CIM) menores que 2 µg/mL. Whitaker e Alshammari 
(2017) avaliaram o efeito da sinvastatina em ensaio de concentração inibitória mínima para as 
espécies Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Streptococcus anginosus e 
Streptococcus salivarius. As CIM observadas ficaram na faixa de 7,8 a 15,6 µg/mL (Whitaker 
e Alshammari, 2017). Kaminská et al. (2018), avaliaram os efeitos da sinvastatina, 
atorvastatina, fluvastatina e lovastatina contra Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium 
nucleatum, Actinomyces naeslundii, Tannerella forsythia e Streptococcus gordonii, em culturas 
planctônicas e biofilme multiespécie. Foi demonstrado que a sinvastatina e a lovastatina foram 
as estatinas com maior atividade, apresentando CIM na faixa de 10 µg/mL para P. gingivalis, 
que foi a espécie microbiana com maior sensibilidade às estatinas. Todas as estatinas 
apresentaram alguma atividade antimicrobiana e F. nucleatum foi a que se mostrou mais 
resistente entre as espécies. Quanto ao efeito no biofilme multiespécie, a sinvastatina foi a 
estatina com a maior inibição do biofilme e efeito na viabilidade e proporção dos 
microrganismos no biofilme já estabelecido, reduzindo em torno de 1300 vezes as quantidades 
de P. gingivalis em relação ao controle (Kaminská et al., 2018).  
Ainda não se tem definido o mecanismo de ação das estatinas para o efeito 
antibacteriano, e somente hipóteses sem confirmação foram apresentadas (Ko et al., 2017).  No 
que diz respeito à origem das estatinas em relação ao efeito antibacteriano é improvável se 
correlacionar esses dois fatores, pois a sinvastatina e a pravastatina são de origem fúngica, ao 
passo que a atorvastatina e rosuvastatina são compostos de origem sintética e no caso a 
sinvastatina e atorvastatina apresentam algum grau de atividade antibacteriana (Masadeh et al., 
2012; Thangamani et al., 2015).  
Com relação à estrutura-atividade podemos associar a presença de grupos metílicos 
das estatinas, os quais podem ligar-se diretamente aos resíduos de alanina dos ácidos teicóicos 
e lipoteicóicos da parede celular de peptidoglicano em bactérias Gram-positivas, causando 
distorções estruturais que podem interferir divisão celular (Ko et al., 2017). Os ácidos teicóicos 
e dos ácidos lipoteicóicos são importantes na proteção das bactérias contra o estresse ambiental 
nocivo, auxiliando na colonização de bactérias, infecção (Malanovic & Lohner, 2016; Ko et al., 
2017). Para as bactérias Gram-negativas postula-se que possa haver rupturas das pontes de 
hidrogênio dentro de estruturas de lipopolissacarídeos de superfície; e / ou através de ligações 
de hidrogênio e forças de van der Waals com várias outras proteínas de superfície bacterianas 
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Gram-positivas e Gram-negativas exercendo efeitos bacteriostáticos (Malanovic & Lohner, 
2016; Ko et al., 2017). 
Quando administradas por via oral em humanos, todas as estatinas inibem a HMG-
CoA redutase impedindo a via do mevalonato, e consequentemente, a produção do colesterol. 
A presença da porção di-hidroxiácido é necessária para inibir a função catalítica da HMG-CoA 
redutase humana (Hennessy et al., 2016; Ko et al., 2017). As estatinas com grupos lactona, 
como a sinvastatina, são pró-fármacos que devem ser metabolizados na porção ativa em di-
hidroxiácido antes que eles possam inibir a HMG-CoA redutase. Dessa forma, acredita-se que 
o anel lactona presente nas estatinas não seja o grupo farmacofórico para a sua atividade 
antimicrobiana, já que a sinvastatina apresenta atividade mesmo quando não hidrolisada e 
outras estatinas como a atorvastatina, que já apresenta o anel lactona na forma hidrolisada (di-
hidroxi ácido) e é uma inibidora direta da HMG-CoA redutase, também apresenta atividade 
antibacteriana (Masadeh et al., 2012; Harrold, 2013; Ko et al., 2017). 
Outro aspecto a ser abordado diz respeito ao grau de inibição da HMG-CoA 
redutase, pois quando se trata da capacidade de reduzir o colesterol este é um ponto importante 
a ser abordado, mas tal relação não se aplica com o potencial de atividade antibacteriana, uma 
vez que a sinvastatina é menos potente que a atorvastatina e apresentou maior atividade 
antibacteriana (Thangamani et al., 2015). 
Humanos e bactérias Gram-positivas sintetizam isoprenóides através da via do 
mevalonato, no entanto existem diferenças estruturais na enzima HMG-CoA redutase entre as 
espécies. Quando administrado em humanos, as estatinas ligam preferencialmente a HMG-CoA 
redutase humana (Classe I), e as bactérias produzem a HMG-CoA bacteriana redutase (Classe 
II), principalmente as Gram-positivas (Friesen & Rodwell, 2004, Ting et al., 2016). Já, as 
bactérias Gram-negativas sintetizam isoprenóides por uma via metabólica alternativa que não 
requer a enzima HMG-CoA redutase. Estatinas como sinvastatina e atorvastatina exercem 
alguma atividade antibacteriana contra bactérias desse grupo (Ting et al., 2016; Kaminská et 
al., 2018). Sendo assim, é preciso investigar se as estatinas agem inibindo a HMGCoA-II, ou 
seja, a via do mevalonato bacteriana. 
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2.2.2 Estatinas e seus efeitos clínicos  
 
Apesar de o tratamento não cirúrgico por meio de raspagem e alisamento radicular 
ser considerada padrão ouro no tratamento das periodontites, ainda se faz necessária a busca 
por terapias que englobem a necessidade de todos os tipos de pacientes (Mombelli, 
2018). Nesse sentido, estudos clínicos com estatinas usadas de maneira local associada à 
raspagem e alisamento radicular em pacientes com periodontite crônica, com ou sem fatores de 
risco como Diabetes Mellitus e uso de tabaco, mostraram o potencial da substância, 
demonstrando efeitos positivos na melhora de parâmetros clínicos (Meza Maurício et al., 2018). 
A relação entre periodontite, Diabetes Mellitus e o hábito de fumar é bem aceita na 
comunidade cientifica, com maior prevalência e severidade de doenças periodontais nesses 
pacientes, sendo mais agravante nos diabéticos não controlados (Mealey; Oates, 2006; Pradeep 
et al., 2013). Há interferência no controle metabólico do diabetes pelo fato da periodontite gerar 
uma ativação de resposta inflamatória sistêmica, podendo induzir um estado inflamatório 
crônico e consequentemente influenciar na sensibilidade insulínica e na dinâmica da glicose 
(Mealey; Oates, 2006). O consumo de tabaco pode provocar a perda de osso alveolar, a perda 
de inserção periodontal e a formação de bolsas periodontais (Balto et al., 2019). 
Nesse perfil de pacientes, os resultados da associação da terapia mecânica e 
estatinas apresentam diminuição do índice de sangramento gengival, da profundidade de 
sondagem e ganho no nível de inserção clínica (Pradeep et al., 2013; Rao et al., 2013; Kumari, 
Martande, Pradeep, 2016; Poston et al., 2016). Pela avaliação radiológica, houve ainda 
diminuição da perda óssea (Rao et al., 2013; Kumari, Martande, Pradeep, 2016) e aumento do 
preenchimento do defeito vertical (Pradeep et al., 2013). 
 A redução do Índice de Sangramento, da Profundidade de Sondagem (PS) e ganho 
em Nível de Inserção Clínica (NIC) sugerem efeito imunomodulador da sinvastatina, existindo 
uma correlação significativa entre redução PS e ganho em NIC, ou seja, o ganho em inserção 
ocorre junto com o encolhimento de tecido mole (Agarwal et al., 2016). 
A redução do sangramento gengival na maioria dos estudos ocorreu aos 6 meses e 
tal resultado sugere o efeito anti-inflamatório da sinvastatina, somado ao efeito da raspagem e 
alisamento radicular, a qual promoveu a remoção de depósitos bacterianos. Em relação à 
diminuição da profundidade de sondagem e ganho em inserção clíinica, os resultados começam 
a aparecer com 3 meses, variando de 3 a 9 meses. Sobre a diminuição do defeito intraósseo, os 
melhores resultados foram apresentados entre 6 e 9 meses, sendo maior o preenchimento 
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vertical mostrando então, a atividade dessa estatina na formação óssea, possivelmente pelo 
aumento da expressão de BMP-2 (Pradeep e Thorat, 2010; Pradeep et al., 2012; Pradeep et al., 
2013; Rao et al., 2013; Agarwal et al., 2016; Poston et al., 2016; Kumari, Martande, Pradeep, 
2016; Meza Maurício et al., 2018). 
A maioria dos trabalhos veiculou a sinvastatina num gel de metilcelulose, todos na 
concentração de 1,2 mg de sinvastatina ou atorvastatina, para assim obter um gel com 
viscosidade adequada para passar pela seringa e ser então ser aplicada na bolsa periodontal. 
Nota-se a importância desse fármaco ser aplicada localmente, como forma de aumentar a 
concentração nas bolsas periodontais e evitando os efeitos colaterais sistêmicos, como miopatia, 
mialgia, rabdomiólise e alterações na função hepática (Pradeep e Thorat, 2010; Pradeep et al., 
2012; Pradeep et al., 2013; Rao et al., 2013; Agarwal et al., 2016; Poston et al., 2016; Kumari, 
Martande, Pradeep, 2016; Meza Maurício et al., 2018). 
Portanto, os estudos clínicos com estatinas mostram o potencial dessas substâncias 
no tratamento da periodontite quando associadas ao alisamento e raspagem radicular, seja em 
populações de risco ou não, e a redução da profundidade da bolsa periodontal e ganho de 
inserção de clínica parecem ser um pouco superiores quando comparado aos estudos que 
utilizaram antibióticos aplicados localmente (Meza Maurício et al., 2018).   
 
2.3 BIOFILMES  
 
A microbiota da cavidade oral humana é diversa e mais de 700 bactérias já foram 
identificadas (Hojo et al., 2009). Tais espécies vivem em equilíbrio e desempenham papéis 
importantes na manutenção da saúde bucal, bem como, na etiologia das doenças bucais (Hojo 
et al., 2009; Huang; Li; Gregory, 2011, Chen et al., 2018). 
As bactérias se mantém dentro do hospedeiro aderindo-se a uma superfície, as quais 
podem ser de diversos tipos, como tecidos moles, mucosa, pele e tecidos duros como dentes e 
unhas (Jakubovics; Kolenbrander, 2010). As superfícies concentram nutrientes e fornecem um 
habitat estável que permite o desenvolvimento de comunidades microbianas complexas, 
organizadas e dinâmicas, os chamados biofilmes (Jakubovics; Kolenbrander, 2010). 
Essas comunidades se acumulam através da colonização sequencial e ordenada de 
múltiplas bactérias orais (Socransky; Haffajee, 2002). A arquitetura do biofilme se dá pela 
ligação entre as células, que conseguem se proliferar dentro de uma matriz extracelular 
composta por materiais orgânicos e inorgânicos da saliva, fluido gengival e produtos 
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bacterianos (Jakubovics; Kolenbrander, 2010). São envolvidos por uma matriz extracelular de 
natureza polimérica (Kolenbrander et al., 2002; Socransky; Haffajee, 2002; Jakubovics; 
Kolenbrander, 2010). 
Os biofilmes se formam na superfície de tecidos duros e moles, no entanto, os moles 
não são estruturas passivas no processo de adesão e colonização, pois dentre os mecanismos de 
prevenção há a alta taxa de turnover das células do epitélio oral, já os dentes, são superfícies 
não descamativas duras que permitem o acúmulo de biofilmes (Jakubovics; Kolenbrander, 
2010). 
No entanto, quando esse acúmulo de biofilmes nas superfícies dentais é 
acompanhado por uma mudança na composição bacteriana, se dá o aparecimento de doenças 
bucais, como cárie, gengivite, periodontite (Hojo et al., 2009). Esse biofilme sofre modificações 
passando de um biofilme menos denso, escasso, dominado por bactérias Gram-positivas para 
um com aumento de espécies Gram-negativas e anaeróbias (Hojo et al., 2009; Jakubovics; 
Kolenbrander, 2010). 
Outra característica importante, é que as bactérias orais que crescem nos biofilmes, 
frequentemente expressam fenótipos que são diferentes das bactérias planctônicas, por esta 
razão apresentam maior tolerância a antibióticos e outros fatores ambientais, como pH e 
oxigênio (Hojo et al., 2009; Jakubovics; Kolenbrander, 2010). 
Socransky e Haffajee (2002), a partir de análises de amostras de placas por método 
de hibridização do DNA, organizaram os microrganismos em diferentes complexos, os quais 
eram codificados em cores. Assim, os colonizadores primários foram agrupados da seguinte 
forma: complexo amarelo (gênero Streptococcus), verde (Capnocytophaga, Agregatibacter 
actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens, Campylobacter concisus, etc), azul (espécies de 
Actinomyces) e violeta (Veillonella parvula e Actinomyces odontolyticus) (Socransky; Haffajee, 
2002).  
Os colonizadores secundários constituíram os complexos laranja (F. nucleatum, P. 
intermedia, P. nigrescens, Micromonas micros, Campylobacter rectus, C. showae, C. gracilis, 
E nodatum e S. constellatus) e os colonizadores tardios formam o complexo vermelho (P. 
gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola) (Socransky; Haffajee, 2002). 
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2.3.1 Etapas na formação do biofilme, composição microbiana e periodontite 
 
A formação do biofilme passa por etapas e dependerá das interações entre as 
adesinas da superfície celular bacteriana e dos receptores do hospedeiro; da comunicação 
química entre bactérias como forma de manter a estabilidade dentro dessa estrutura; da 
produção de uma matriz extracelular e sua intensificação, constituindo as etapas da maturação 
e dispersão do biofilme (Kolenbrander et al., 2002; Jakubovics; Kolenbrander, 2010). 
As superfícies da cavidade oral são revestidas por uma camada de tecido orgânico 
constituída por peptídeos, proteínas e glicoproteínas, a película adquirida, formada 
essencialmente por saliva e produtos de origem microbiana (Kolenbrander et al., 2002). Essa 
película contém moléculas como, proteínas ácidas ricas em prolina, estaterina, glicoproteínas 
ricas em prolina, mucinas, glicosiltransferases, glucanos e α-amilase salivar, as quais sofrerão 
alterações estruturais para expor um sítio adequado para a ligação dos colonizadores bacterianos 
primários (Kolenbrander et al., 2002). A ligação entre a película e bactérias é mediada também 
por adesinas e receptores complementares (Hojo et al., 2009; Jakubovics; Kolenbrander, 2010). 
O mecanismo de formação de película adquirida é baseado na lei de energia livre 
de Gibbs, em que mais energia será liberada se as glicoproteínas estiverem ligadas à superfície 
do dente (Huang; Li; Gregory, 2011). Para isso, ocorrem ligações fortes e fracas (ligações de 
Van Der Waals, interações hidrofóbicas, ligações covalentes, interações eletrostáticas, pontes 
de hidrogênio e ligações iônicas) que vão permitir um rearranjo proteico de modo que a película 
esteja pronta para a adesão das bactérias colonizadoras primárias (Huang; Li; Gregory, 2011).  
As bactérias orais colonizam a superfície do dente ligando-se às proteínas, de forma 
espécie-específica. No entanto, essa película não funciona como uma matriz passiva de adesão, 
uma vez que ela possui proteínas com atividades enzimáticas que podem interferir na fisiologia 
e adesão celular bacteriana (Hojo et al., 2009). 
Entre as espécies colinizadores primárias podemos destacar o grupo dos 
Streptococcus (Streptococcus gordonii, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis e 
Streptococcus sanguinis), os quais representam 60 a 90% das bactérias do biofilme ao longo 
das primeiras 4 a 8 horas de formação e são capazes de sintetizar polímeros extracelulares e 
proteínas que consolidam a formação da  matriz  do  biofilme  dental  permitindo a adesão 
subsequente de espécies intermediárias que  não apresentam estruturas de aderência 
(Kolenbrander et al., 2002). 
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S. gordonii se liga à proteínas ricas em prolina, que representam 25 a 30% das 
proteínas totais na saliva e interage ainda com α-amilase favorecendo sua adesão na superfície 
dental (Hojo et al., 2009). A interação entre adesinas da família do antígeno I/II e gp340 provoca 
a agregação bacteriana, mas a ligação bacteriana causa imobilização da gp340, que por sua vez 
retém as células dentro do biofilme (Hojo et al., 2009; Jakubovics; Kolenbrander, 2010). 
Após a adesão, há a proliferação bacteriana e são produzidas substâncias que tem a 
função de atrair outros microrganismos e fazer com que as células bacterianas produzam uma 
matriz extracelular polimérica (Kolenbrander et al., 2002). A atividade metabólica dessas 
primeiras colonizadoras vai tornar o ambiente favorável para o desenvolvimento de outras 
espécies no biofilme dental, como os anaeróbios estritos (Socransky; Haffajee, 2002). 
Os colonizadores primários fornecem ainda novos receptores para a adesão de 
outras bactérias, de modo que elas se coagregam, mas para isso precisa haver o reconhecimento 
de polissacarídeos entre as bactérias (Hojo et al., 2009). Os colonizadores primários coagregam-
se apenas com outros primários; os colonizadores tardios se coagregam preferencialmente com 
Fusobacterium nucleatum, mas menos entre si (Hojo et al., 2009). F. nucleatum coagrega com 
várias bactérias orais, atuando como uma ponte entre colonizadores primários e tardios, o que 
pode explicar parcialmente porque as fusobactérias são tão numerosas nas amostras de sítios 
saudáveis e doentes (Kolenbrander et al., 2002; Socransky; Haffajee, 2002; Hojo et al., 2009; 
Huang; Li; Gregory, 2011). 
Durante o desenvolvimento do biofilme ocorre uma mudança proporcional das 
bacterias, diminuindo Streptococcus sp e Neisseria sp e aumentando Actinomyces, 
Corynebacterium, Fusobacterium e Veillonella, e consequentemente, há um aumento na 
espessura do biofilme dental e diminuição do oxigênio nas camadas mais profundas, onde 
sobreviverão os anaeróbios estritos e facultativos (Socransky; Haffajee, 2002; Hojo et al., 2009; 
Huang; Li; Gregory, 2011; Mombelli, 2018). As espécies de F. nucleatum e Prevotella 
intermedia proporcionam um ambiente mais neutro para o desenvolvimento de Porphyromonas 
gingivalis e outras espécies bacterianas sensíveis ao pH ácido (Huang; Li; Gregory, 2011). 
Mesmo em indivíduos sem periodontite pode-se identificar periodontopatógenos 
como a P. gingivalis, no entanto, a influência da resposta imune do hospedeiro pode determinar 
o início e progressão de doenças bucais, como a periodontite (Schulz et al., 2019). Outros 
fatores podem influenciar a mudança da microbiota: estilo de vida do indivíduo, doenças 
prévias e suscetibilidade genética (Chen et al., 2018). A alteração da composição das espécies 
é resultado de um processo lento e contínuo, já em pacientes com lesões agudas, a microbiota 
tem uma baixa diversidade (Mombelli, 2018). 
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Na periodontite, além da mudança na composição da microbiota, outro fator é 
essencial para o desenvolvimento da doença, a inflamação, a qual causa um dano tecidual que 
fornece nutrientes para os microrganismos (Schulz et al., 2019). Microrganismos esses, que 
constituem os integrantes do complexo vermelho de Socransky e que estão envolvidos com a 
progressão da periodontite, como P. gingivalis, P. intermedia, Treponema denticola e 
Tannerella forsythia (Chen et al., 2018; Schulz et al., 2019). 
Com a formação do biofilme maduro, começa a ocorrer a competição pelos 
nutrientes e consequentemente, pela sua quantidade limitada, as bactérias tendem a buscar um 
novo espaço para crescimento e acontece a separação de uma única célula ou de um aglomerado 
delas, constituindo a etapa da dispersão e o início da formação de um novo biofilme em outro 
sítio (Huang; Li; Gregory, 2011). 
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3 PROPOSIÇÃO  
 
 
 O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana da atorvastatina, 
pravastatina e sinvastatina em espécies bacterianas presentes na microbiota oral.  
 
Objetivos específicos: 
- Realizar o ensaio de concentração inibitória mínima e concentração bactericida 
mínima da sinvastatina, atorvastatina e pravastatina contra espécies de Porphyromonas 
gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Actinomyces odontolyticus, 
Streptococcus oralis, Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis e 
Streptococcus gordonii; 
- Avaliar os efeitos antimicrobianos da associação de sinvastatina com os 
antimicrobianos metronidazol e amoxicilina contra as espécies bacterianas orais; 
- Verificar a atividade antimicrobiana da sinvastatina na adesão bacteriana e na 
formação e viabilidade de biofilme de S. oralis e P. gingivalis. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
4.1 SUBSTÂNCIAS UTILIZADAS E GRUPOS EXPERIMENTAIS 
 
As estatinas testadas no estudo foram: Atorvastatina (sal tri-hidratado de 
atorvastatina cálcica) (Sigma Aldrich. - St. Louis, Missouri, EUA, PZ0001); Pravastatina (sal 
hidratado de pravastatina sódica) (Sigma Aldrich. - St. Louis, Missouri, EUA, P4498-2); e 
Sinvastatina (doação da EMS Indústria Farmacêutica, Hortolândia, São Paulo, Lote EMS 
873936.7).  
A atorvastatina e a sinvastatina foram dissolvidas em 100% de dimetil sulfóxido 
(DMSO) e a pravastatina foi dissolvida em água destilada estéril. A concentração final DMSO 
foi de 2%. O metronidazol (M3761) e amoxicilina (A-8523) foram usados como padrões 
antimicrobianos e diluídos em água destilada estéril e dimetil sulfóxido, respectivamente 
(Sigma Aldrich. - St. Louis, Missouri, EUA).  
Todas as estatinas foram testadas no ensaio de concentração inibitória mínima e 
concentração bactericida mínima. A estatina que apresentou melhor resultado nesses ensaios 
foi utilizada nos ensaios de associação de antimicrobianos e nos ensaios de biofilme. 
 Os grupos experimentais foram definidos da seguinte forma: 
A- Grupo estatina: Meio de cultura + bactéria + estatinas em diferentes 
concentrações;  
B- Grupo antimicrobiano padrão: Meio de cultura + bactéria + substância teste em 
diferentes concentrações;  
C- Meio de cultura + solvente (DMSO) + inóculo bacteriano; 
D- Meio de cultura + substância teste em diferentes concentrações; 
E- Meio de cultura + antimicrobiano padrão em diferentes concentrações; 
F- Meio de cultura + inóculo bacteriano 
G- Meio de cultura 
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4.2 ESPÉCIES BACTERIANAS E CONDIÇÕES DE CULTIVO  
 
Os microrganismos utilizados nos experimentos foram: Porphyromonas gingivalis 
W83 e ATCC 33277, Fusobacterium nucleatum ATCC 51190, Prevotella intermedia ATCC 
49046, Actinomyces odontolyticus NCTC 9935; Streptococcus oralis ATCC 10557, 
Streptococcus mitis NCTC 12261, Streptococcus salivarius ATCC 7073, Streptococcus 
sanguinis SK36 e Streptococcus gordonii Chalis. 
As cepas de P. gingivalis, F. nucleatum, P. intermedia foram cultivadas em placas 
de Ágar Triptona de Soja 7% (TSA - Tryptic Soy Agar; Difco Co., Detroit, MI, USA), 
enriquecido de Extrato de Levedura 0,2%, (Yeast Exctract; Difco Co., Detroit, MI, USA) 
Sangue de Carneiro desfibrinado a 7%, 5 μg/mL de Hemina (Sigma Aldrich. - St. Louis, 
Missouri, EUA) e 1 μg /mL de Menadiona (Sigma Aldrich. - St. Louis, Missouri, EUA); as 
placas eram mantidas em cabine de anaerobiose (Don Whitley, Shipley, England, com 
atmosfera de 10% CO2, 10% H2 e 80% CO2), à 37° C, por 48 h (CLSI, 2007; Joia, 2017). 
Para cultivo de A. odontolyticus em placa, foi utilizado o meio TSA 7%, enriquecido 
de Extrato de Levedura a 0,2% e Sangue de Carneiro desfibrinado a 7%; estas placas foram 
mantidas em condições anaeróbicas à 37° C, por 48 h. Todos os meios de cultura utilizados 
eram previamente reduzidos por pelo menos 18 h em ambiente anaeróbico antes de serem 
utilizados. 
Para cultivo dos estreptococos foi utilizado o meio Caldo Cérebro-Coração (BHI- 
Brain Heart Infusion- Difco Co., Detroit, MI, EUA) e o meio Ágar Cérebro-Coração (BHI ágar 
- Brain Heart Infusion Agar- Difco Co., Detroit, MI, EUA) em estufa de CO2  à 37° C, por 24 
h (Sanyo, Japan) (CLSI, 2006). 
 
 
4.3 PREPARO DOS INÓCULOS BACTERIANOS PARA OS ENSAIOS DE 
CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA E ENSAIO DE ASSOCIAÇÃO 
 
Para o preparo do inóculo, as espécies P. gingivalis, F. nucleatum e P. intermedia, 
foram crescidas em meio caldo TSB-BHI suplementado: composto por Caldo Triptona de Soja 
1,55% (TSB- Tryptic Soy Broth, Difco Co., Detroit, MI, EUA), Caldo Cérebro-Coração 1,48% 
(BHI - Brain Heart Infusion, Difco Co., Detroit, MI, EUA), Extrato de Levedura 0,2%, 5 μg/mL 
de Hemina e 1 μg/mL de Menadiona; para A. odontolyticus, o meio caldo não era adicionado 
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de hemina e menadiona; estes eram mantidos por 18 h, em condições de anaerobiose Após esse 
período de incubação, o inóculo bacteriano foi preparado utilizando o mesmo meio de cultura, 
ajustando a suspensão para a densidade óptica de 0,5 para P. gingivalis e F. nucleatum e 0,1 
para P. intermedia e A. odontolyticus, a 660 nm, seguidos de diluição de 10 vezes (1 mL de 
inóculo em 9 mL de meio) (CLSI, 2007; Joia, 2017).  
Os estreptococos eram cultivados BHI, em estufa de CO2 por 24 horas. Esta 
suspensão inicial foi ajustada para um intervalo de absorbância de 0,08-0,1 no comprimento de 
onda 625nm (concentração de 1,5 x 108 UFC/mL). Foram feitas diluições em meio Caldo 
Mueller-Hinton (MHB- Mueller Hinton Broth - Difco Co., Detroit, MI, EUA) e o inóculo ficou 
com uma concentração final de 1 x 106 UFC /mL (CLSI, 2006). 
 
4.4 CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) E CONCENTRAÇÃO 
BACTERICIDA MÍNIMA (CBM) 
 
A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi determinada pelo método de 
microdiluição em placas de 96 poços como descrito pelo Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI, 2007). A concentração das estatinas utilizadas foram de 400 à 0,01 μg/L e a 
concentração dos padrões antimicrobianos variou de 100 a 0,001 μg /mL.  
Para cada poço em que foi feita a diluição seriada, 100 μL de inóculo foi adicionado 
e a placa foi então incubada em anaerobiose por 48 horas (P. gingivalis, F. nucleatum, A. 
odontolyticus e P. intermedia) ou 24h em estufa de CO2 para os estreptococos. A menor 
concentração sem qualquer crescimento bacteriano visível foi considerada como a CIM. Além 
disso, o crescimento bacteriano foi avaliado por meio da leitura da densidade óptica (660 nm) 
e coloração com solução aquosa de resazurina 0,01% (CLSI, 2006; CLSI, 2007).   
Para a CBM, 10 µL dos poços onde não houve crescimento bacteriano, foram 
plaqueados em meio de cultura ágar (cada cepa em seu respectivo meio conforme descrito no 
item 4.2) e incubados em anaerobiose por 48h ou em 5% de CO2 por 24 h. A menor 
concentração onde não houve crescimento foi considerada a CBM.  
Estes ensaios foram realizados em triplicata em pelo menos dois momentos 
diferentes. 
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4.5 TESTES COMPLEMENTARES 
 
A estatina que apresentou melhor atividade no teste de concentração inibitória 
mínima (sinvastatina) foi utilizada nos testes a seguir.   
 
4.5.1 Ensaio de associação (Checkerboard Microdilution Assay) 
 
Para avaliar uma possível interação entre sinvastatina e antimicrobiano padrão foi 
realizado o ensaio de associação em placas de 96 poços, associando concentrações de 
sinvastatina de 50 µg/mL à 0,78 µg/mL, metronidazol de 1,56 µg/mL à 0,024 µg/mL e 
amoxicilina de 0,312 à 0,0024 µg/mL. As combinações de concentrações testadas são realizadas 
em diluições de 2 vezes (Hsieh et al., 1993; Eliopoulos; Wennersten, 2002; Sun et al., 2009; 
Doern, 2014).   
Inicialmente, as diluições em série foram feitas em placas de 96 poços distintas, 
com concentrações 8 vezes acima da concentração final, de forma semelhante ao ensaio de 
CIM, sendo que um fármaco foi diluído no sentindo da linha da placa e outro no sentido da 
coluna. Os esquemas de diluição encontram-se nas figuras 3 e 4.  
Em seguida, 50 μL de cada diluição foram combinados, de modo que cada poço 
ficasse com uma combinação das concentrações, num volume de 100 μL. Os inóculos 
bacterianos foram preparados como descrito anteriormente e 100 μL de suspensão foram 
pipetados em cada poço. As placas de 96 poços foram incubadas de acordo com o 
microrganismo testado, em anaerobiose por 48 h ou 5% de CO2 por 24 horas.  
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Figura 3 – A- Disposição de diluições seriadas sinvastatina (fármaco A) a partir da coluna 1 (de A à 
H). B - Disposição de diluições do antimicrobiano padrão (fármaco B) partir da linha A (de 1-8).  
 
Figura 4 - Combinação das concentrações após diluição seriada das drogas. 
 
Os dados produzidos por este ensaio foram analisados pelo valor do FICI - 
Fractional Inhibitory Concentration Index (Índice Fracionário de Concentração Inibitória), o 
qual é calculado comparando o valor da CIM de cada substância isolada com a CIM da 
associação dos fármacos. Para o cálculo de FICI, utilizou-se a seguinte fórmula (Sun et al, 2009; 
Doern, 2014):  
∑FICI =  FICIA + FICIB = CIMAB / CIMA + CIMBA / CIMB 
Onde, CIMA e CIMB são as CIM das fármacos A e B isolados e CIMAB e CIMBA 
são as CIM dos fármacos quando associados. 
Os valores de FICI são classificados de acordo com as faixas descritas no quadro 
abaixo (Doern, 2014):  
 
 
 
A B 
A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
H 
1   2    3    4   5    6    7     
A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
 
1   2   3   4    5    6   7   8  
1 2 3 4 5 6 7 8
A 50 / 1,56 25 / 1,56 12,5 / 1,56 6,25 / 1,56 3,125  / 1,56 1,56 /1,56 0,781 / 1,56 1,56
B 50 / 0,781 25 / 0,781 12,5 / 0,781 6,25 / 0,781 3,125  / 0,781 1,56 / 0,781 0,781 / 0,781 0,781
C 50 / 0,390 25 / 0,390 12,5 / 0,390 6,25 / 0,390 3,125  / 0,390 1,56 / 0,390 0,781 / 0,390 0,390
D 50 / 0,195 25 / 0,195 12,5 / 0,195 6,25 / 0,195 3,125  / 0,195 1,56 / 0,195 0,781 / 0,195 0,195
E 50 / 0,097 25 / 0,097 12,5 / 0,097 6,25 / 0,097 3,125  / 0,097 1,56 / 0,097 0,781 / 0,097 0,097
F 50 / 0,048 25 / 0,048 12,5 / 0,048 6,25 / 0,048 3,125  / 0,048 1,56 / 0,048 0,781 / 0,048 0,048
G 50 / 0,024 25 / 0,024 12,5 / 0,024 6,25 / 0,024 3,125  / 0,024 1,56 / 0,024 0,781 / 0,024 0,024
H 50 25 12.5 6.25 3.125 1.5625 0.78125
C
IM
 IS
O
L
A
D
A
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O
 
M
E
T
R
O
CIM ISOLADA - SMV
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Valor de FICI Interpretação 
< 0,5 Sinergismo 
> 0,5 – 1 Aditivo 
1 – 4 Indiferente 
> 4 Antagonismo 
Estes ensaios foram realizados em duplicata em pelo menos dois momentos 
diferentes. 
 
 
4.5.2 Avaliação dos efeitos das estatinas sobre a adesão e formação de biofilme bacteriano 
 
Os ensaios a seguir foram utilizados para avaliar a adesão bacteriana e a formação 
de biofilme. Para esses ensaios, foram selecionadas duas espécies bacterianas: P. gingivalis e 
S. oralis, pois apresentaram maior sensibilidade à sinvastatina nos ensaios de CIM e, no caso 
de S. oralis, a associação do antibiótico e sinvastatina apresentou efeito sinérgico. Destaca-se 
ainda, a P. gingivalis como um representante de um patógeno periodontal e colonizador tardio 
e S. oralis, um colonizador primário do biofilme oral.  
Para P. gingivalis foi utilizado o ensaio de biofilme em placas de poliestireno 
revestidas com CaCl2 e ensaio de adesão em superfícies de disco de titânio (Ti). Já para S. oralis, 
as superfícies de Ti foram utilizados tanto para o ensaio de inibição de formação do biofilme 
quanto para o ensaio de viabilidade em biofilme maduro.  
 
4.5.2.1 Ensaio de inibição da formação de biofilme em placas de poliestireno revestidas com 
CaCl2 
Esta metodologia foi utilizada para as cepas de P. gingivalis (W83 e ATCC 33277). 
 
Revestimento das placas de 48 poços 
Para esta metodologia foi utilizada placas de poliestireno, de fundo chato, de 48 
poços com revestimento de CaCl2. A solução de CaCl2 foi preparada a partir de uma solução de 
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100mg/mL com água ultrapura e filtrada a 0,22 μm, seguida de diluição de 10x, ficando numa 
concentração final de 10mg/mL (Joia, 2017). 
Para o recobrimento das superfícies do fundo dos poços, 80 μL da solução de CaCl2 
foram depositados em cada poço, mantidas em agitação por 5 minutos a 150 rpm e então, 
levadas à estufa para secagem (overnight, a 60 °C). Ao final do procedimento forma-se uma 
película de revestimento com CaCl2 a 1 mg/cm
2 (área da superfície inferior do poço de 0,84 
cm2) (Joia, 2017). 
 
Formação do Biofilme  
Culturas de P. gingivalis W83 e ATCC 33277 foram crescidas em meio caldo TSB-
BHI suplementado em anaerobiose a 37°C até atingir a absorbância (A550nm) em torno de 1,0 
(cerca de 20 h). A partir dessas suspensões bacterianas foi ajustada a densidade óptica (DO) 
para 0,3 à 550 nm e 500 μL foram transferidos para as placas de 48 poços revestidas com CaCl2 
e incubadas em anaerobiose, à 37 o C.  
Após 24 h de formação do biofilme, o meio de cultura foi removido dos poços, e o 
mesmo volume de NaCl a 0,9% foi então adicionado e retirado com pipeta para fazer a lavagem 
das células não aderidas. A seguir, a placa foi colocada em estufa para secagem dos poços (40 
min, 40°C). Os biofilmes foram então corados com 200 μL de safranina a 0,1% por 1 min e as 
placas foram lavadas três vezes por imersão em água destilada. Para a diluição do corante, 
foram utilizados 200 μL de etanol a 95% e 60 μL de SDS 20% por 20 minutos. Alíquotas de 
200 μL foram transferidas para placa de 96 poços e absorbância medida em espectrofotômetro 
(A490nm) (Joia, 2017). Os valores de absorbância foram utilizados para indicar a quantidade 
de biofilme formado. 
 
Inibição da formação do biofilme 
Para este ensaio, o metronidazol e a sinvastatina foram adicionados no início da 
formação do biofilme (t=0) e mantidas por 24 h. As concentrações usadas da estatina e 
antimicrobiano padrão foram: CIM, 10x CIM e 50x CIM (6,25µg/mL; 62,5µg/mL; 312,5µg/mL 
para sinvastatina e 0,195µg/mL, 1,95 µg/mL e 19,5 µg/mL para metronidazol). A quantificação 
do biofilme foi feita do mesmo modo como descrito acima (Joia, 2017). 
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4.5.2.2 Ensaio de adesão bacteriana às superfície dos discos de titânio (Ti) 
Esta metodologia foi utilizada para as cepas de P. gingivalis W83 e S. oralis ATCC 
10557. 
Espécimes 
Foram utilizados discos de titânio estéreis, fornecidos pela empresa Conexão 
Implantes (Arujá, São Paulo). As amostras de titânio comercialmente puras foram usinadas no 
formato de discos (10 mm de diâmetro e 2 mm de espessura).  
 
Coleta e preparo da saliva  
Para estimular a adesão bacteriana às superfícies de Ti, os mesmos foram tratados 
com saliva humana, para que houvesse a formação da película adquirida. A saliva humana foi 
obtida de um único doador, saudável, não usuário de medicamentos, sem doença periodontal 
ou quaisquer outras doenças orais. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Faculdade de Odontologia de Piracicaba - Unicamp (CAAE:3 95670218.6.0000.5418). 
Para obter saliva estimulada, o voluntário utilizou creme dental contendo fluoreto 
de sódio, sem triclosan, na noite anterior e no dia da coleta da saliva; não fez uso de 
enxaguatórios bucais e manteve-se em jejum. Para a coleta de saliva estimulada, o doador 
mastigou cerca de 2 cm2 de cera de parafina (Parafilm “M”, American, EUA) e os 5 mL iniciais 
foram descartados. Em seguida, a saliva estimulada foi coletada em tubos de poliestireno 
estéreis de 50 mL e conservada em gelo durante a coleta. A saliva foi tratada com as solução 
AB (adsorption buffer - KCl 50 mM, KH2PO4 1 mM, CaCl2 1 mM, MgCl2 0,1 mM) na 
proporção de 1:1 (v/v) e de PMSF 0,1 M numa proporção de 1:100. Essa saliva foi então 
centrifugada por 10 minutos, 3.800 g, 4 ºC (ZENTRIMIX 380 R, Hettich Group, Tuttlingen – 
Alemanha). O sobrenadante foi coletado e submetido à filtração à vácuo (Vacuum Filter 
System, Corning, NY, EUA) com poro de 0,22 μm (Koo et al., 2000).  
 
Formação da película adquirida 
Os discos de titânio foram encaixados em aparatos metálicos feitos de fio 
ortodôntico, e colocados nas placas de poliestireno de 24 poços, na posição vertical. Em cada 
poço, foi adicionada a suspensão de saliva tratada (2,8 mL/poço). A placa ficou incubada na 
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orbital shaker (Labnet, 211DS) à 37 ºC, por 2 horas, 60 rpm. Após este período, os aparatos 
contendo os discos foram posicionados em uma nova placa contendo o meio de cultura utilizado 
para os ensaios de adesão e formação de biofilme (Koo et al., 2000; Sánchez et al., 2014).   
 
Inibição da adesão bacteriana em discos de titânio (P. gingivalis W83) 
Depois da formação da película adquirida, os discos foram mantidos em seus 
aparatos e colocados numa placa contendo meio de cultura composto por BHI suplementado 
com Mucina (BHI 37 g/L, Mucina 2,5 g/L, Cisteína 0,1g/mL, Bicarbonato de Sódio 2 g/L, 
Extrato de Levedura 1g/L, Solução de Hemina 5μg/L, Solução de Menadiona 1μg/mL) (Sánchez 
et al., 2014). 
 O inóculo de P. gingivalis foi ajustado para uma DO 0,3 (660 nm) usando o Meio 
de Ativação (BHI 37 g/L, Cisteína 0,1g/mL, Bicarbonato de sódio 2 g/L, Extrato de Levedura 
1g/L, Solução de Hemina 5μg/L, Solução de Menadiona 1μg/mL) e o volume de inóculo (300 
μL) foi adicionado ao poço (volume total 2800μL). As concentrações usadas da estatina e 
antimicrobiano padrão foram: 10x CIM e 50x CIM e estão foram adicionados no t=0 h 
(62,5µg/mL e 312,5µg/mL para sinvastatina e 1,95 µg/mL e 19,5 µg/mL para metronidazol). 
Após incubação por 48 h em anaerobiose, à 37 ºC, os discos foram removidos, lavados e 
preparados para as análises em Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) ou para a obtenção 
das células viáveis por método de plaqueamento. 
  Para remoção das células bacterianas fracamente aderidas, foram feitas duas 
lavagens com NaCl 0,9% estéril. Os discos foram removidos dos aparatos e transferidos para 
um tubo de poliestireno com 5 mL de NaCl 0,9% estéril. Os tubos foram agitados por 1 minuto 
em vórtex e sonicados por 1,5 min com 5% de amplitude e 6 pulsos, 9.9 s cada pulso e 5 s de 
intervalos, a 4o C (Sonicador Vibra Cell, Sonics e Materials). Dessa suspensão, foram feitas as 
diluições seriadas e plaqueadas em meio TSA sangue, conforme já descrito.  As placas foram 
incubadas por 48 h em anaerobiose, à 37 o C. Após esse período, foram feitas as contagens das 
colônias e obtenção das unidades formadoras de colônia/mL (UFC/mL).  
 
Inibição da formação do biofilme (S. oralis) 
Depois da formação da película adquirida, os discos foram mantidos em seus 
aparatos e colocados numa placa contendo meio de cultura (BHI suplementado com mucina). 
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 O inóculo de S.oralis foi ajustado para uma DO 0,1 (625 nm) usando o meio de 
ativação e o volume de inóculo (300 μL) foi adicionado ao poço (volume total 2800μL). As 
concentrações usadas da estatina e antimicrobiano padrão foram: 10x CIM e 50x CIM e estão 
foram adicionados no t=0 h (125µg/mL e 625µg/mL para sinvastatina e 0,975 µg/mL e 19,5 
µg/mL para amoxicilina). Após incubação por 24 h em estufa de CO2, à 37 ºC, os discos foram 
removidos, lavados e preparados para a obtenção das células viáveis por método de 
plaqueamento, conforme descrição feita para os discos de P. gingivalis. 
 As placas foram incubadas por 48 h em estufa de CO2 à 37 
o C. Após esse período, 
foram feitas as contagens das colônias e obtenção das unidades formadoras de colônia/ml 
(UFC/mL).  
 
4.5.2.3 Ensaio de viabilidade biofilme de S.oralis nas superfícies dos discos de titânio (Ti) 
Depois da formação da película adquirida, os discos foram mantidos em seus 
aparatos, colocados numa placa contendo 2500 μL de meio de cultura (BHI suplementado com 
mucina), 300 μL de inóculo e incubados em estufa de CO2 por 24h. Após esse tempo foi 
realizada a troca do meio de cultura e a placa foi novamente incubada por mais 24h e então foi 
adicionada a droga; depois de mais 24 h, os discos foram lavados e preparados para as análises 
em Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) ou para a obtenção das células viáveis por 
método de plaqueamento, conforme descrição feita para os discos de P. gingivalis. As placas 
foram incubadas por 48 h em estufa de CO2 à 37 
o C e após esse período, foram feitas as 
contagens das colônias e obtenção das unidades formadoras de colônia/mL (UFC/mL).  
 
Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
 Para a visualização no MEV, os discos de Ti utilizados no ensaio de inibição da 
formação do biofilme de S. oralis foram metalizados ao final do experimento. Para isso, os 
discos foram lavados duas vezes com solução de NaCl 0,9% para remoção das células não 
aderidas, fixados em solução de glutaraldeído 2,5% em PBS 1x por pelo menos 2 horas. A 
seguir, os discos foram desidratados em soluções crescentes de etanol (70, 80, 90, 99%) por 2 
minutos e mantidos em temperatura ambiente overnight para secagem. As amostras foram 
fixadas em stub de latão, e então metalizados com ouro. Finalmente as amostras foram 
analisadas em Microscópio Eletrônico de Varredura (JEOL, JSM5600LV – Tóquio – Japão) e 
a imagens foram feitas em 15 KV. 
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5 RESULTADOS 
 
 
5.1 CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM), CONCENTRAÇÃO 
BACTERICIDA MÍNIMA (CBM) E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS 
ESTATINAS 
 
Para testar a atividade antimicrobiana das estatinas e dos antimicrobianos padrão 
foram realizados ensaio de CIM e CBM. Nas tabelas 1, 2 e 3 encontram-se as CIM e CBM para 
as cepas de P. gingivalis W83, P. gingivalis ATCC 33277, F. nucleatum, P. intermedia, A. 
odontolyticus, S. oralis, S. mitis, S. salivarius, S. sanguinis e S. gordonii. 
 Dos ensaios de CIM para essas bactérias, também foram obtidas leituras de 
absorbância do crescimento bacteriano após exposição aos fármacos. Os valores de densidade 
óptica de cada estatina foram comparadas ao controle bacteriano sem tratamento. Esses dados 
encontram-se nas figuras 5 à 10. 
A pravastatina não apresentou concentração inibitória mínima para as bactérias 
testadas. Além disso, em nenhuma das concentrações testadas houve qualquer redução 
significativa do crescimento (figuras 5 - 10, p > 0,05, ANOVA). 
A atorvastatina apresentou CIM para a espécie P. gingivalis, que ficou na faixa de 
25 à 50 µg/mL e entre os estreptococos orais testados, na faixa de 50 à 200 µg/mL, conforme 
mostra tabela 1.  Em concentrações abaixo das CIM, essa estatina também produziu redução do 
crescimento bacteriano das cepas de P. gingivalis em torno de 4 à 8 vezes abaixo da CIM. Em 
relação à A. odontolyticus, apesar de não apresentar CIM nas concentrações testadas, produziu 
uma atividade inibitória nas concentrações de 50 e 25 µg/mL. Em relação aos estreptococos 
orais, o S. sanguinis, S. salivarius e S. gordonii foram os que mais apresentaram redução do 
crescimento abaixo da CIM (figuras 5 – 10, p < 0,05; ANOVA- Tukey).  
Em relação à sinvastatina, foram encontradas CIM para as cepas de P. gingivalis, 
P. intermedia, A. odontolyticus e entre os estreptococos orais, sendo para P. gingivalis os 
menores valores de CIM (3,125 à 6,25 µg/mL). Os demais valores encontram-se na tabela 1. 
Ainda, em concentrações abaixo da CIM, houve inibição parcial do crescimento microbiano de 
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4 à 8 vezes entre os anaeróbios, com destaque para a cepa de P. gingivalis ATCC 33277, com 
inibição de 65 vezes (figuras 5 – 10, p < 0,05; ANOVA- Tukey).  
Dentre as espécies testadas, apenas a F. nucleatum ATCC 51190 não foi susceptível 
à nenhuma das estatinas. Todos os microrganismos mostraram-se sensíveis aos antimicrobianos 
padrões, o que indica que o método foi adequado para avaliar a atividade antimicrobiana das 
espécies (tabela 2 e 3). 
 
Tabela 1- CIM e CBM (µg/mL) das estatinas contra bactérias periodontais e estreptococos orais. 
Cepas 
Sinvastatina Atorvastatina Pravastatina 
CIM  CBM  CIM  CBM  CIM 
A. odontoliticus NCTC 9935 25 à 50 25 à 50 > 200 > 200 > 200 
F. nucleatum ATCC 51190 > 400 > 400 > 200 > 200 > 400 
P. gingivalis W83 3,125 à 6,25 6,25 50 200 > 200 
P. gingivalis ATCC 33277 3,125 à 6,25 6,25 25 à 50 50 > 200 
P. intermedia ATCC 49046  6,25 à 12,5  12,5 à 25 > 200 > 200 > 200 
S. sanguinis SK36 
25 25 
 
200 
 
> 200 
> 200 
S. mitis NCTC 12261 12,5  25 50 à 100 200 > 200 
S. oralis ATCC 10557  12,5 à 25  25 100 200 > 200 
S. salivarius ATCC 7073 12,5 à 25 25 200 > 200 > 200 
S. gordonii Chali 12,5 à 25 25 200 > 200 > 200 
 
 
Tabela 2- CIM e CBM (µg/mL) dos antimicrobianos padrão contra bactérias periodontais. 
Cepas 
Metronidazol 
CIM  CBM  
F. nucleatum ATCC 51190 0,195 0,195 
P. gingivalisW83 0,195 0,195 
P. gingivalis ATCC 33277 0,195 à 0,390 0,390 
P. intermedia ATCC 49046  0,390 0,390 
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Tabela 3- CIM e CBM (µg/mL) dos antimicrobianos padrão contra A. odontoliticus e estreptococos 
orais. 
Cepas 
Amoxicilina 
CIM  CBM  
A. odontoliticus NCTC 9935 0,078 0,078 
S. sanguinis SK36 0,078 0,078 
S. mitis NCTC 12261 0,0195 0,0195 
S. oralis ATCC 10557 0,0195 à 0,039 0,0195 à 0,039 
S. salivarius ATCC 7073 0,039 0,039 
S. gordonii Chali 0,078 0,078 
 
 
Figura 5 – Média e desvio padrão da densidade óptica representando o crescimento bacteriano após 48h 
de exposição à sinvastatina, pravastatina e atorvastatina para a cepa de A. odontolyticus. O símbolo * 
representa diferença estatisticamente significante entre a concentração da estatina e o controle bacteriano 
(p<0,05; ANOVA – Tukey).         
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Figura 6 – Média e desvio padrão da densidade óptica representando o crescimento bacteriano após 48h 
de exposição à sinvastatina, pravastatina e atorvastatina para as cepas de P. intermedia e F. nucleatum. 
O símbolo * representa diferença estatisticamente significante entre a concentração da estatina e o 
controle bacteriano (p<0,05; ANOVA – Tukey).         
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Figura 7 – Média e desvio padrão da densidade óptica representando o crescimento bacteriano após 48h 
de exposição à sinvastatina, pravastatina e atorvastatina para as cepas de P. gingivalis. O símbolo * 
representa diferença estatisticamente significante entre a concentração da estatina e o controle bacteriano 
(p<0,05; ANOVA – Tukey).             
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Figura 8 – Média e desvio padrão da densidade óptica representando o crescimento bacteriano após 24h 
de exposição à sinvastatina, pravastatina e atorvastatina para as cepas de S. sanguinis e S. salivarius. O 
símbolo * representa diferença estatisticamente significante entre a concentração da estatina e o controle 
bacteriano (p<0,05; ANOVA – Tukey).            
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Figura 9 – Média e desvio padrão da densidade óptica representando o crescimento bacteriano após 24h 
de exposição à sinvastatina, pravastatina e atorvastatina para as cepas de S. oralis e S. mitis. O símbolo 
* representa diferença estatisticamente significante entre a concentração da estatina e o controle 
bacteriano (p<0,05; ANOVA – Tukey).            
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Figura 10 – Média e desvio padrão da densidade óptica representando o crescimento bacteriano após 
24h de exposição à sinvastatina, pravastatina e atorvastatina para as cepas de S. gordonii. O símbolo * 
representa diferença estatisticamente significante entre a concentração da estatina e o controle bacteriano 
(p<0,05; ANOVA – Tukey).             
 
 
 
5.2 ENSAIO DE ASSOCIAÇÃO (CHECKERBOARD MICRODILUTION ASSAY) 
 
A fim de avaliar uma possível interação entre a sinvastatina e os antibióticos, seja 
ela antagônica, sinérgica ou indiferente foram realizados os ensaios de associação. Os valores 
de FICI obtidos estão demonstrados nas tabelas 4 e 5. Como F. nucleatum não apresentou 
sensibilidade às estatinas testadas, tal espécie não foi incluída no ensaio de associação. 
Para as cepas bacterianas testadas, houve interação sinérgica entre a sinvastatina e 
amoxicilina para S. oralis e S. sanguinis. As demais cepas foram classificadas como tendo uma 
associação aditiva, sendo encontrado valores de FICI entre 0,6 a 0,75 para os estreptococos e 
P. intermedia, e FICI igual a 1 para P. gingivalis e A. odontolyticus. 
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Tabela 4- Comparação da CIM (μg/ml) das substâncias isoladas e em associação, valores de FICI e 
efeito farmacológico da associação dos fármacos contra cepas de P. gingivalis (W83 e ATCC 33277) e 
P.intermedia. 
Cepas 
CIM isolada  
 SMV 
CIM isolada 
Metronidazol 
CIM da Associação 
SMV / Metronidazol  
∑FICI Efeito 
P. gingivalis W83 3,125 à 6,25 0,195 3,125 | 0,097 1 Aditivo 
 P. gingivalis ATCC 33277 3,125 à 6,25 0,195 à 0,390 3,125 | 0,0195 1 Aditivo 
P. intermedia ATCC 49046  6,25 à 12,5  0,39 6,25 | 0,048 0.62 Aditivo 
SMV - sinvastatina 
 
Tabela 5- Comparação da CIM (μg/ml) das substâncias isoladas e em associação, valores de FICI e 
efeito farmacológico da associação dos fármacos contra cepas de estreptococos orais e A.odontolyticus. 
Cepas 
CIM isolada 
SMV 
CIM isolada 
Amoxicilina 
CIM da 
Associação SMV / 
Amoxicilina  
∑FICI Efeito 
A. odontolyticus NCTC 9935 25 0,078 12,5 | 0,039 1 Aditivo 
S. sanguinis SK36 25 0,078 6,25 | 0,0195 0,5 Sinérgico 
S. oralis ATCC 10557 12,5 0,039 3,125 | 0,0048 0,5 Sinérgico 
S. gordonii Chali 12.5 0,078 1,56 | 0,039 0,62 Aditivo 
S. mitis NCTC 12261 12,5 0,0195 3,125 | 0,0097 0,75 Aditivo 
S.  salivarius ATCC 7073 12.5 0,039 3,125 | 0,0195 0,75 Aditivo 
SMV - sinvastatina 
 
Para prosseguir com os ensaios com biofilme, foram escolhidas as cepas S. oralis 
ATCC 10557, a qual apresentou bons resultados nos ensaios de associação e também as duas 
cepas de P. gingivalis. Apesar de não ter encontrado interação sinérgica para essa última 
espécie, P. gingivalis foi a espécie que apresentou maior sensibilidade à sinvastatina, além da 
sua relevância como um patógeno importante nas periodontites.  
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Para os ensaios de biofilme monoespécie de S. oralis e P. gingivalis foi utilizada a 
metodologia de disco de titânio após formação de película adquirida e para as cepas de P. 
gingivalis foi testada ainda a metodologia de placas de poliestireno de 48 poços revestidas com 
cloreto de cálcio. 
 
 
5.3 ENSAIOS DE INIBIÇÃO DA FORMAÇÃO DE BIOFILME P. gingivalis EM 
PLACAS COM REVESTIMENTO DE CACL2 
 
Previamente aos experimentos, foram realizados testes de comparação da formação 
do biofilme utilizando o modelo de biofilme em placas de poliestireno de 48 poços com e sem 
revestimento de cálcio, utilizando as cepas de P. gingivalis W83 e P. gingivalis ATCC 33277. 
A figura 11 demonstra que sem o revestimento de CaCl2 há pouca formação do biofilme 
comparada com o revestimento de CaCl2. Com base nesses resultados, o revestimento com 
cálcio foi utilizado na formação de biofilme de P. gingivalis (p< 0,05, ANOVA, Tukey). 
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Figura 11- Formação do biofilme de P. gingivalis x revestimento de CaCl2 da placa 48 poços (Absorbância 
490nm). Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05; ANOVA -Tukey). 
 
Nesse ensaio, foi feita a inibição da formação biofilme de P. gingivalis nas 
concentrações CIM, 10x CIM e 50x CIM para a sinvastatina e metronidazol (6,25 62,5 e 312,5 
μg/mL para sinvastatina e 0,195, 1,95 e 9,75 μg/mL para metronidazol), conforme figuras 12 e 
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13. Observamos que para as duas cepas de P. gingivalis nas concentrações de 10 e 50x CIM 
houve redução significativa da formação do biofilme, tanto com a utilização da sinvastatina 
como do metronidazol, no entanto, sem diferença estatística entre elas.  
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Figura 12- Inibição da formação do biofilme de P. gingivalis W83 em placas com revestimento de CaCl2 nas 
concentrações CIM, 10x CIM e 50x CIM para a sinvastatina e metronidazol (6,25 62,5 e 312,5 μg/mL para 
sinvastatina e 0,195, 1,95 e 9,75 μg/mL para metronidazol) (Absorbância 490nm). Letras diferentes representam 
diferença estatística (p<0,05; ANOVA- Tukey). 
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Figura 13- Inibição da formação do biofilme de P. gingivalis ATCC 33277 em placas com revestimento de CaCl2 
nas concentrações CIM, 10x CIM e 50x CIM para a sinvastatina e metronidazol (6,25 62,5 e 312,5 μg/mL para 
sinvastatina e 0,195, 1,95 e 9,75 μg/mL para metronidazol) (Absorbância 490nm). Letras diferentes representam 
diferença estatística (p<0,05; ANOVA- Tukey). 
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5.4 ENSAIOS DE INIBIÇÃO DA ADESÃO DE P. gingivalis NA SUPERFÍCIE DO 
DISCO DE TITÂNIO 
 
Para a metodologia usada com os discos de titânio, observamos que não houve a 
formação do biofilme após 48 h de incubação e sim apenas a adesão bacteriana inicial, por isso, 
os ensaios foram chamados então de inibição da adesão, uma vez que as substâncias foram 
adicionadas no tempo zero, junto da adição do inóculo. 
Conforme mostra a figura 14, a sinvastatina inibiu completamente a adesão 
bacteriana, em todas as concentrações testadas (p< 0,05; ANOVA- Tukey).  
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Figura 14- Inibição da adesão bacteriana de P. gingivalis (W83) em discos de titânio em concentrações 
de 10 e 100x a CIM (62,5 e 625 μg/mL para sinvastatina e 1,95 e 19,5 μg/mL para metronidazol). Letras 
diferentes representam diferença estatística (p<0,05; ANOVA- Tukey). 
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5.5 INIBIÇÃO DA FORMAÇÃO DE BIOFILME DE S. oralis NA SUPERFÍCIE DO 
DISCO DE TITÂNIO 
 
Nestes ensaios, a formação inicial de biofilme foi avaliada com a exposição das 
substâncias no tempo zero, ou seja, no início da formação do biofilme (etapa de adesão). Na 
figura 15, estão apresentados os dados de UFC/mL de S. oralis proveniente dos biofilmes 
formados nos discos de Ti, com ou sem tratamento de sinvastatina e amoxicilina. Na 
concentração de 10x CIM (125 µg/mL) houve pequena redução da formação do biofilme, mas 
com diferença estatística em relação ao controle (p < 0,05; ANOVA - Tukey). A concentração 
de 50x CIM (625 µg/mL) promoveu uma inibição um pouco superior na formação do biofilme; 
porém sem diferença estatística da 10x CIM (p> 0,05). Quando analisada a amoxicilina, 
observou-se um efeito superior na inibição do biofilme, tanto na concentração de 10 e 50x CIM 
(0,195 µg/mL e 0,975 µg/mL) quando comparadas ao controle e à sinvastatina (p < 0,05). No 
entanto, as concentrações promoveram um efeito semelhante entre si (p> 0,05; ANOVA- 
Tukey). 
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Figura 15 - Inibição da formação de biofilme de S. oralis em discos de titânio em concentrações de 10 
e 50x CIM de sinvastatina e amoxicilina (125 e 625 μg/mL para sinvastatina e 0,195 e 0,975 μg/mL para 
amoxicilina). Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05; ANOVA- Tukey).  
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5.6 VIABILIDADE EM BIOFILME DE S. oralis NA SUPERFÍCIE DO DISCO DE 
TITÂNIO   
 
Na figura 16, estão expostos os resultados do biofilme de S. oralis tratado com 
sinvastatina e amoxicilina, após 48 h de formação do mesmo. Depois desse período foram feitos 
os tratamentos e incubados por mais 24 h. As concentrações de 10 e 50x CIM de sinvastatina 
reduziram significativamente a viabilidade do biofilme formado, com maior efeito para a 
concentração superior (p<0,05, ANOVA, Tukey). Já, a amoxicilina apresentou uma inibição 
mais pronunciada que a sinvastatina (p<0,05), porém sem diferença entre as concentrações 
testadas (p>0,05). 
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Figura 16 – Avaliação da viabilidade do biofilme de S. oralis em discos de titânio em concentrações de 
50 e 10x CIM de sinvastatina e amoxicilina (125 e 625 μg/mL para sinvastatina e 0,195 e 0,975 μg/mL 
para amoxicilina). Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05; ANOVA- Tukey). 
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A seguir, encontram-se as imagens de microscopia eletrônica de varredura de S. 
oralis tratadas com concentrações de 50x CIM (625 μg/mL para sinvastatina e 0,975 μg/mL 
para amoxicilina). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17 – Microscopia Eletrônica do ensaio de viabilidade do biofilme de S. oralis em discos de 
titânio:  A- representando o grupo controle bacteriano sem tratamento; B e C: grupos tratados com a 
sinvastatina e amoxicilina em concentração de 50x CIM (625 μg/mL para sinvastatina e 0,975 μg/mL 
para amoxicilina). 
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6 DISCUSSÃO 
 
 
O uso das estatinas no tratamento da hipercolesterolemia possui um efeito protetor 
contra diferentes tipos de infecções, reduzindo a morbimortalidade em pacientes que fazem uso 
crônico desses fármacos (Nassaji et al., 2015; Caffrey et al., 2017). Estudos in vitro vem 
demonstrando que as estatinas apresentam um efeito antimicrobiano contra bactérias 
patogênicas (Bergman et al., 2011; Graziano et al., 2015; Ko et al., 2018). No entanto, poucos 
estudos avaliaram os efeitos desses fármacos em bactérias relacionadas a microbiota bucal 
(Emani et al., 2014; Kamińska et al., 2018). Neste trabalho, avaliamos a atividade 
antimicrobiana de atorvastatina, pravastatina e sinvastatina contra cepas associadas às infecções 
periodontais e cepas de estreptococos orais, colonizadores primários do biofilme periodontal. 
Ainda, avaliamos a potencial atividade da sinvastatina contra biofilme de P. gingivalis e S. 
oralis. Entre as estatinas, a sinvastatina foi a que apresentou melhores resultados contra as 
diferentes espécies orais, incluindo para os periodontopatógenos.  
Em relação a CIM, a sinvastatina apresentou atividade no intervalo de 3,125 à 25 
μg/mL para todas as espécies, exceto para a F. nucleatum ATCC 51190, para a qual não foi 
encontrada a concentração inibitória. A atorvastatina apresentou CIM para P. gingivalis e entre 
as cepas de estreptococos orais, enquanto que não foi encontrada a CIM para a pravastatina, 
considerando todos os microrganismos testados.  
Dentre os microrganismos sensíveis à sinvastatina, destacamos em nosso trabalho 
P. gingivalis, a qual teve o menor valor de CIM (3,125 à 6,25 μg/mL). Outros autores 
encontraram CIM próximas as apresentadas nesse estudo, porém com valores um pouco 
inferiores. Emani et al. (2014) encontrou uma CIM em torno de 2 µg/mL enquanto Kaminská 
et al., 2018 encontrou uma CIM igual a 10 µg/mL, ambos para a cepa P. gingivalis ATCC 
33277.  Esses trabalhos apontam que a sinvastatina tem maior atividade antimicrobiana, em 
especial contra P. gingivalis, o que corrobora com os achados do presente estudo.  
      Quanto à F. nucleatum, nossos achados e os encontrados por Kaminská et al. 
(2018) mostraram que não houve sensibilidade desse microrganismo à sinvastatina e 
atorvastina, em concentrações de até 400 μg/mL e 45 μg/mL, respectivamente.  
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Em relação aos valores de CIM dos estreptococos, Whitaker e Alshammari (2017), 
obtiveram CIM de 15,6 μg/ml para S. sanguinis e 7,8 μg/mL para S. salivarius, enquanto no 
presente estudo, encontramos CIM entre 12,5 à 25 μg/mL para os estreptococos testados. 
Inóculo bacteriano em proporções diferentes, cepas distintas e composição do meio de cultura 
são algumas diferenças metodológicas que podem explicar essa discrepância de achados.  
Ainda em relação ao ensaio de CIM, observamos também que tanto a sinvastatina 
quanto a atorvastatina, apresentaram atividade inibitória em concentrações sub-CIM. Esses 
dados indicam que o efeito antimicrobiano ainda permanece mesmo em concentrações 
inferiores a CIM, uma característica importante para um agente com fins de atividade 
antibiótica (Lorian, 2005). Já com a pravastatina, nenhum microrganismo apresentou 
sensibilidade à esta estatina nas concentrações testadas.  
De forma geral, em diferentes espécies bacterianas, a sinvastatina parece ter a 
melhor atividade antimicrobiana, com menores valores de CIM (Ko et al., 2017). No presente 
trabalho, quando comparado os valores de CIM da sinvastatina com as outras estatinas, observa-
se que esta apresenta maior potência, que pode ser justificada em princípio pela estrutura 
química, características químicas e origem da molécula. A pravastatina e sinvastatina são 
formas semi-sintéticas derivadas da lovastatina, um produto metabólico de Penicillium 
citrinum, e atorvastatina é totalmente sintética (Hoffman et al.,1986). A pravastatina tem 
propriedades hidrofílicas e a sinvastatina e atorvastatina são lipofílicas, e essa lipoficilidade 
pode favorecer a passagem pela parede e membrana celular, causando inibição bacteriana de 
maneira dose-dependente (Hoffman et al.,1986; Mason et al.,2005; Ko et al., 2017). No entanto, 
a atorvastatina mesmo sendo lipofílica não tem atividade antimicrobiana tão significativa 
quanto a da sinvastatina (Graziano et al., 2015; Ko et al., 2017; Kaminská et al., 2018). Mesmo 
com potência distintas, sinvastatina e atorvastatina, além da fluvastatina e rosuvastatina, 
possuem em sua estrutura química similaridades que podem explicar a atividade antimicrobiana 
desses fármacos. Em comum, apresentam dois grupos metílicos dispostos em geometria 
molecular tetraédrica (Ko et al., 2017). Esse grupamento químico pode ser então importante 
para garantir a atividade antimicrobiana.  
Estudos clínicos de pacientes que fazem uso crônico das estatinas para tratamento 
das dislipidemias mostram que a concentração plasmática atingida depois de algumas horas da 
ingestão de 60 mg de sinvastatina é de 0,6 μg/mL. Assim, uma dose via oral usada no tratamento 
das dislipidemias não atinge a concentrações plasmáticas ou no fluido crevicular necessária 
para inibição microbiana (Bergman et al., 2011; Whitaker e Alshammari, 2017). Dessa forma, 
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acredita-se que o uso oral das estatinas não teria efeito antimicrobiano, o que não justificaria o 
uso desses fármacos para o tratamento de infecções por essa via.  
Tem sido proposto o uso das estatinas de forma tópica, para fins outros que não 
diretamente sobre a composição microbiana. Estudos clínicos na área de periodontia têm 
investigado o uso de estatinas como adjuvantes no tratamento não cirúrgico demonstrando uma 
melhora clínica da condição periodontal após o tratamento com a aplicação local dessas drogas 
(Pradeep e Thorat, 2010; Pradeep et al., 2013, Meza Maurício et al., 2018). No entanto, esses 
estudos não avaliaram o efeito antimicrobiano das estatinas na bolsa subgengival. A abordagem 
feita nos estudos clínicos que utilizaram gel de sinvastatina 1,2% está na utilização como 
tratamento coadjuvante da raspagem e alisamento radicular em pacientes com periodontite 
crônica ou agressiva. Nestes, foram evidenciadas melhoras em relação à formação óssea e de 
parâmetros clínicos, como redução do índice de sangramento gengival, da profundidade de 
sondagem e ganho em nível de inserção clínica (Pradeep et al., 2012; Rao et al.,2013, Agarwal 
et al.,2016; Pradeep e Thorat, 2010, Priyanka et al., 2017). Com a aplicação local de em torno 
1% de estatina (10 mg/mL), as concentrações desse fármaco no fluido gengival devem ficar 
acima da CIM e provavelmente algum efeito sobre o biofilme periodontal deva acontecer, com 
redução da carga microbiana, inibição do biofilme e ainda da sua viabilidade. Estudos clínicos 
avaliando os parâmetros microbiológicos em pacientes com periodontite devem ser realizados 
para confirmar essa hipótese (Pradeep et al., 2012; Rao et al.,2013, Agarwal et al.,2016; 
Pradeep e Thorat, 2010, Priyanka et al., 2017). 
A forma de organização em biofilme concede às bactérias cerca de 500 à 1000 vezes 
maior resistência aos antimicrobianos do que na sua forma planctônica (Marsh, 2004). A 
concentração de estatina usada nos estudos clínicos citados acima é bem maior quando 
comparada com a dos ensaios planctônicos, sendo mais de mil vezes a CIM, logo, é inerente 
que haja efeitos antimicrobianos, mas os quais não foram objeto de avaliação nesses estudos. 
A fim de avaliar uma possível interação entre as estatinas e os antibióticos utilizados 
clinicamente no tratamento das periodontites, foi realizado o ensaio de associação da 
sinvastatina com metronidazol e amoxicilina. Após a realização do ensaio de associação da 
sinvastatina com os antimicrobianos padrão observamos efeito sinérgico para a cepa de S. oralis 
e S. sanguinis e para os demais microrganismos, a atividade aditiva. Esta por sua vez, deve ser 
interpretada como uma interação positiva, pois observamos a redução da CIM do metronidazol 
para as cepas de P. gingivalis e P. intermedia quando as duas substâncias foram associadas. E 
para as cepas de estreptococos e A. odontolyticus, a concentração das duas substâncias 
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(sinvastatina e amoxicilina) reduziram quando comparadas à CIM isolada, em torno de 2 a 4 
vezes. Essa redução na CIM poderia ser interessante clinicamente, pois mesmo em 
concentrações mais baixas, tanto a sinvastatina, quanto os antibióticos, ainda poderiam ter 
efeito inibitório sobre o crescimento bacteriano.  
Para avaliar a atividade no biofilme microbiano, duas cepas foram utilizadas: P. 
gingivalis (Socransky e Haffajee, 2002; How et al., 2016), um importante patógeno periodontal 
e S. oralis, um colonizador primário do biofilme oral (Socransky e Haffajee, 2002; Maeda et 
al., 2015; Silva-Boghossian et al., 2018). Nosso trabalho investigou duas metodologias, a de 
discos de titânio (Ti) para S. oralis e P. gingivalis, a qual mimetiza superfícies de implantes 
dentários e o revestimento das placas de poliestireno com CaCl2 apenas para P. gingivalis.  
Observamos que nas superfícies de Ti, houve apenas uma adesão inicial de P. 
gingivalis, o que pode ser justificado pelo fato dessa espécie não ser um colonizador primário 
e não se ligar diretamente ao substrato em condições in vivo, possuindo limitada capacidade de 
formação de biofilme monoespécie (Bao et al., 2014). Já S. oralis, aderiu a película adquirida 
e à superfície de Ti de forma mais pronunciada, indicando uma formação de biofilme, com 
aglomerado de células bacterianas em cadeia e matriz extracelular. O ensaio de formação de 
biofilme em placas de poliestireno revestidas com cálcio propiciou a formação de um biofilme 
mais denso de P. gingivalis. Sabe-se que cátions como o cálcio podem favorecer a formação do 
biofilme por intensificar as interações eletrostáticas ou modular processos fisiológicos, como a 
produção de cápsula (Patrauchan et al., 2005; Bao et al., 2014). Como já observado, o cálcio 
facilita a adesão de P. gingivalis às superfícies, permitindo uma formação de um biofilme mais 
robusto por essa espécie (Joia, 2017). Por esses motivos, o modelo de biofilme com 
revestimento de cálcio desenvolvido por Joia (2017) foi considerado adequado para a avaliação 
das estatinas sobre a formação de biofilme de P. gingivalis. 
 A sinvastatina apresentou resultados promissores na inibição da adesão bacteriana, 
bem como na formação do biofilme. Para P. gingivalis W83, houve inibição total da adesão 
microbiana na superfície de Ti, o que pode ser observado na contagem total de células 
bacterianas. Ainda, a sinvastatina, promoveu a redução nas concentrações de 10 e 50x CIM 
para as cepas W83 e ATCC 33277. De forma inesperada, essas concentrações não diferiram 
entre si. O mesmo aconteceu com o metronidazol, que interferiu na formação do biofilme nas 
concentrações de 10 e 50x CIM, porém também sem diferença estatística entre as concentrações 
e também com o grupo da sinvastatina. Em relação a sinvastatina, um fator limitante é a 
solubilidade da mesma. Em concentrações mais elevadas, como a de 50 e 100xCIM, observou-
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se turvação do meio de cultura, com leve precipitação. Esse fato, pode ter interferido no seu 
efeito antimicrobiano quando em concentrações mais elevadas, não se apresentando de forma 
tão superior em relação a concentração de 10x CIM.  
Para S. oralis, encontrou-se que a sinvastatina, em ambas as concentrações testadas, 
agiu de forma a inibir a formação do biofilme além de reduzir a viabilidade do biofilme já 
formado. Kaminska e colaboradores (2018) obtiveram alguns achados semelhantes aos 
encontrados no presente estudo. Esses autores testaram os feitos da sinvastatina, fluvastatina, 
atorvastatina e lovastatina em biofilme multiespécie constituído de P. gingivalis, F. nucleatum, 
A. naeslundii, S. gordonii e T. forsythia. Observaram que, a sinvastatina foi a estatina com maior 
efeito sobre o biofilme, reduzindo a formação de forma mais pronunciada que a viabilidade do 
biofilme maduro. Ainda, o efeito da sinvastatina foi superior na espécie P. gingivalis, com 
ausência de efeito para F. nucleatum. Houve também inibição do estreptococo no biofilme, 
porém, quando no modelo de biofilme maduro, ocorreu aumento das proporções desse 
microrganismo em detrimento, a redução de P. gingivalis (Kaminska et al., 2018). Em nosso 
estudo, observamos uma redução da inibição tanto quanto uma redução na viabilidade para S. 
oralis enquanto nesse estudo, observaram o efeito da estatina sobre S. gordonii somente na 
inibição do biofilme. No entanto, os modelos de monoespécie em comparação com multiespécie 
se comportam e tem características diferenciadas, sendo assim, no modelo multiespécie, S. 
gordonii pode ter aumentado suas quantidades quando tratados com as estatinas por ter uma 
competição reduzida com as outras espécies que foram inibidas no biofilme, o que levou a 
formação de um biofilme menos patogênico.  
As estatinas podem então, se usadas localmente, promover algum efeito 
antimicrobiano, causando alterações positivas nas quantidades do biofilme subgengival. De 
acordo com os nossos achados, tanto a atorvastatina, quanto a sinvastatina, em maior proporção, 
são promissores agentes antimicrobianos que podem inibir a formação do biofilme quanto 
reduzir a viabilidade do mesmo. Tendo ação contra bactérias como P. gingivalis e P. 
intermedia, patógenos periodontais pertencentes ao complexo vermelho e laranja, 
respectivamente, assim como de colonizadores primários do complexo amarelo como 
estreptococos e do roxo, como A. odontolyticus (Socranscky e Hafajee, 2002), as estatinas 
podem de fato interferir na constituição do biofilme periodontal. Apesar de o tratamento 
mecânico das periodontites ser a principal forma para a redução da carga microbiana, 
(Apatzidou e Kinane, 2010), o uso das estatinas como adjuvante, principalmente se usadas 
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localmente, poderia promover tanto melhora dos parâmetros clínicos, quanto no controle da 
formação do biofilme periodontal.  
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7 CONCLUSÃO 
 
 
Concluímos que a sinvastatina e a atorvastatina possuem atividade antimicrobiana 
contra bactérias que constituem o biofilme periodontal, sendo a sinvastatina com maior potência 
e espectro de ação. Ainda, a sinvastatina interage com os antibióticos amoxicilina e 
metronidazol de forma positiva, com efeitos sinérgicos e aditivos de acordo com a espécie. Esse 
fármaco possui também atividade antimicrobiana reduzindo a adesão bacteriana e formação de 
biofilme de S. oralis e P. gingivalis, ou seja, colonizadores primários e tardios. Assim, podemos 
afirmar que, especialmente a sinvastatina, tem um potencial efeito antibiótico. Estudos clínicos 
avaliando a atividade das estatinas contra o biofilme subgengival ou na prevenção da formação 
desse biofilme são abordagens interessantes para confirmar o efeito antibiótico desses 
fármacos. 
 
 
 
  
62 
 
 
REFERÊNCIAS 
 
 
 
Agarwal S, Chaubey K, Chaubey A, Agarwal V, Madan E, Agarwal M. Clinical efficacy of  
subgingivally delivered simvastatin gel in chronic periodontitis patients. J Indian Soc  
Periodontol [Internet]. 2016;20(4):409. 
 
Ballantyne CM. Clinical trial endpoints: Angiograms, events, and plaque instability. Am J  
Cardiol. 1998;82(6 SUPPL. 1):5–11.   
 
Balto HA, Alabdulaaly L, Bahammam S, Al-Ekrish AA. Comparative analysis of prevalence  
of apical periodontitis in smokers and non-smokers using cone-beam computed tomography.  
Saudi Dent J [Internet]. 2019 Jan;31(1):52–7. 
 
Bao K, Belibasakis GN, Thurnheer T, Aduse-Opoku J, Curtis MA, Bostanci N. Role of  
Porphyromonas gingivalis gingipains in multi-species biofilm formation. BMC Microbiol.  
2014;14(1):1–8.  
 
Bergman P, Linde C, Pütsep K, Pohanka A, Normark S, Henriques-Normark B, et al. Studies  
on the antibacterial effects of statins - in vitro and in vivo. PLoS One. 2011;6(8):1–7.  
 
Bertl K, Parllaku A, Pandis N, Buhlin K, Klinge B, Stavropoulos A. The effect of local  
and systemic statin use as an adjunct to non-surgical and surgical periodontal  
therapy—A systematic review and meta-analysis. J Dent. 2017;67(July):18–28.  
 
Betsy J, Prasanth CS, Baiju K V., Prasanthila J, Subhash N. Efficacy of antimicrobial  
photodynamic therapy in the management of chronic periodontitis: a randomized  
controlled clinical trial. J Clin Periodontol [Internet]. 2014 Jun;41(6):573–81.  
 
Caffrey AR, Timbrook TT, Noh E, Sakoulas G, Opal SM, Nizet V, et al. Evidence to support  
continuation of statin therapy in patients with Staphylococcus aureus bacteremia. Antimicrob  
Agents Chemother. 2017;61(3).  
1 
Carrizales-Sepúlveda EF, Ordaz-Farías A, Vera-Pineda R, Flores-Ramírez R. Periodontal  
Disease, Systemic Inflammation and the Risk of Cardiovascular Disease. Hear Lung Circ.  
2018;27(11):1327–34.  
                                                          
* De acordo com as normas da UNICAMP/FOP, baseadas na padronização do International Committee of Medical 
Journal Editors - Vancouver Group. Abreviatura dos periódicos em conformidade com o PubMed 
63 
 
 
 
Cerit L, Duygu H, Gulsen K, Gunsel A. Effect of statins on coronary blood flow after  
percutaneous coronary intervention in patients with stable coronary artery disease.  
Netherlands Hear J. 2017;25(4):258–63.  
 
Chen W-P, Chang S-H, Tang C-Y, Liou M-L, Tsai S-JJ, Lin Y-L. Composition  
Analysis and Feature Selection of the Oral Microbiota Associated with Periodontal  
Disease. Biomed Res Int [Internet]. 2018;2018:1–14 
CLSI. Clinical and Laboratory Standard Institute - Methods for Antimicrobial Susceptibility 
Testing of Anaerobic Bacteria; Approved Standard – Seventh Edition. CLSI document M11-
A7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute; 2007. 
 
CLSI. Clinical and Laboratory Standard Institute - Methods for Dilution Antimicrobial 
Susceptibility Tests f or Bacteria That Grow Aerobically; Approved St andard—Ninth 
Edition. CLSI document M07-A9. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute; 
2012. 
 
Corsello SM, Bittker JA, Liu Z, Gould J, McCarren P, Hirschman JE, et al. The Drug  
Repurposing Hub: a next-generation drug library and information resource. Nat Med  
[Internet]. 2017;23(4):405–8. 
 
Doern CD. When does 2 plus 2 equal 5? A review of antimicrobial synergy testing. J Clin 
Microbiol. 2014;52(12):4124–8.  
 
Eliopoulos GM, Wennersten CB. Antimicrobial activity of quinupristin-dalfopristin combined 
with other antibiotics against vancomycin-resistant enterococci. Antimicrob Agents 
Chemother. 2002;46(5):1319–24. 
 
Emani S, Gunjiganur G, Mehta D. Determination of the antibacterial activity of simvastatin  
against periodontal pathogens, Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter   
actinomycetemcomitans: An in vitro study. Contemp Clin Dent [Internet]. 2014;5(3):377.  
 
Farias BC, Souza PRE, Ferreira B, Melo RSA, Machado FB, Gusmão ES, et al. Occurrence of  
periodontal pathogens among patients with chronic periodontitis. Brazilian J Microbiol.  
2012;43(3):909–16. 
 
Farmer AR, Murray CK, Mende K, Akers KS, Zera WC, Beckius ML, et al. Effect of HMG- 
CoA reductase inhibitors on antimicrobial susceptibilities for Gram-Negative rods. J Basic  
Microbiol. 2013;53(4):336–9. 
 
64 
 
 
Ferreira SD, Martins CC, Amaral SA, Vieira TR, Albuquerque BN, Cota LOM, et al. 
Periodontitis as a risk factor for peri-implantitis: Systematic review and meta-analysis of 
observational studies. J Dent. 2018;79(July):1–10.  
Friesen JA, Rodwell VW. The 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme-A (HMG-CoA)  
reductases. Genome Biol [Internet]. 2004;5(11):248. 
 
Graziano TS, Cuzzullin MC, Franco GC, Schwartz-Filho HO, De Andrade ED, Groppo FC, et  
al. Statins and antimicrobial effects: Simvastatin as a potential drug against Staphylococcus  
aureus biofilm. PLoS One. 2015;10(5).  
 
Gupta R, Plantinga LC, Fink NE, Melamed ML, Coresh J, Fox CS, Levin NW , Powe NR. 
Statin use and sepsis events in patients with chronic kidney disease. JAMA. 2007; 297:1455-
64. 
 
Hackam DG, Mamdani M, Li P, Redelmeier DA. Statins and sepsis in patients with  
cardiovascular disease: A population-based cohort analysis. Lancet. 2006;367(9508):413–8. 
 
Harrold M. 2013. Antihyperlipoproteinemics and inhibitors of cholesterol biosynthesis. In: 
Lemke TL, Williams DA, Roche VF, Zito SW, eds. Foye's principles of medicinal chemistry. 
7th edition. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins. 
 
Hennessy E, Adams C, Reen FJ, O’Gara F. Is there potential for repurposing statins as novel  
antimicrobials? Antimicrob Agents Chemother. 2016;60(9):5111–21.  
 
Hojo K, Nagaoka S, Ohshima T, Maeda N. Critical Review in Oral Biology & Medicine:  
Bacterial Interactions in Dental Biofilm Development. J Dent Res. 2009;88(11):982–90.  
 
How KY, Song KP, Chan KG. Porphyromonas gingivalis: An overview of periodontopathic 
pathogen below the gum line. Front Microbiol. 2016;7(FEB):1–14.  
 
Hsieh MH, Yu CM, Yu VL, Chow JW. Synergy assessed by checkerboard. A critical  
analysis. Diagn Microbiol Infect Dis [Internet]. 16(4):343–9.  
 
Huang R, Li M, Gregory RL. Bacterial interactions in dental biofilm. Virulence.  
2011;2(5):435–44.  
 
Jakubovics NS, Kolenbrander PE. The road to ruin: The formation of disease-associated oral  
biofilms. Oral Dis. 2010;16(8):729–39.  
 
Jerwood S, Cohen J. Unexpected antimicrobial effect of statins. J Antimicrob Chemother.  
65 
 
 
2008;61(2):362–4.  
 
Joia, Felipe. Cálcio induz a formação de biofilme por Porphyromonas gingivalis. Dissertação 
de Mestrado. Faculdade de Odontologia de Piracicaba, 2017. Orientador: Rafael Nobrega 
Stipp. 
 
Kamińska M, Aliko A, Hellvard A, Bielecka E, Binder V, Marczyk A, et al. Effects of statins  
on multispecies oral biofilm identify simvastatin as a drug candidate targeting  
Porphyromonas Gingivalis. J Periodontol [Internet]. 2018. 
 
Khan AR, Riaz M, Abdulhak AAB, Al-Tannir MA, Garbati MA, Erwin PJ, et al. The Role of  
Statins in Prevention and Treatment of Community Acquired Pneumonia: A Systematic  
Review and Meta-Analysis. PLoS One. 2013;8(1).  
 
Kinane DF, Stathopoulou PG, Papapanou PN. Periodontal diseases. Nat Rev Dis Prim  
[Internet]. 2017;3:1–14.  
 
Kishta SS, Kishta SA, El-Shenawy R. Statin (3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A  
reductase inhibitor)-based therapy for hepatitis C virus (HCV) infection-related diseases in the  
era of direct-acting antiviral agents. F1000Research [Internet]. 2017;5(0):223.  
 
Ko HHT, Lareu RR, Dix BR, Hughes JD. Statins: antimicrobial resistance breakers or  
makers? PeerJ [Internet]. 2017;5:e3952.  
 
Kolenbrander PE, Andersen RN, Blehert DS, Egland PG, Foster JS, Palmer RJ.  
Communication among Oral Bacteria. Microbiol Mol Biol Rev [Internet]. 2002;66(3):486– 
505. 
 
Kolovou GD, Vasiliadis I, Anagnostopoulou K, Cokkinos D V. Simvastatin: Two decades in  
a circle. Cardiovasc Ther. 2008;26(2):166–78.  
 
Koo H, Vacca Smith AM, Bowen WH, Rosalen PL, Cury JA, Park YK. Effects of Apis 
mellifera Propolis on the Activities of Streptococcal Glucosyltransferases in Solution and 
Adsorbed onto Saliva–Coated Hydroxyapatite. Caries Res [Internet]. 2000;34(5):418–26. 
 
Kornman KS. Mapping the Pathogenesis of Periodontitis: A New Look. J Periodontol  
[Internet]. 2008 Aug;79(8s):1560–8.  
 
Kumari M, Martande SS, Pradeep AR. Subgingivally delivered 1.2% atorvastatin in the  
treatment of chronic periodontitis among smokers: a randomized, controlled clinical trial. J  
66 
 
 
Investig Clin Dent [Internet]. 2017 May;8(2):e12213.  
 
Liao JK. Clinical implications for statin pleiotropy. Curr Opin Lipidol. 2005;16(6):624–9.  
 
Liappis AP, Kan VL, Rochester CG, Simon GL. The Effect of Statins on Mortality in Patients 
with Bacteremia. Clin Infect Dis [Internet]. 2001;33(8):1352–7. 
 
Liu S, Bertl K, Sun H, Liu ZH, Andrukhov O, Rausch-Fan X. Effect of simvastatin on  
the osteogenetic behavior of alveolar osteoblasts and periodontal ligament cells. Hum  
Cell. 2012;25(2):29–35.  
 
Lorian V. Antibiotics in laboratory medicine. 5th ed. Philadelphia: Lippincott Williams & 
Wilkins, 2005. 889 p. 
 
Luzak B, Rywaniak J, Stanczyk L, Watala C. Pravastatin and simvastatin improves  
acetylsalicylic acid-mediated in vitro blood platelet inhibition. Eur J Clin Invest. 
2012;42(8):864–72.  
 
Machado WM, Munhoz ACM, Fernandes D. Estatinas: efeitos pleiotrópicos. Statins: 
pleiotropic effects. Publ UEPG Ciencias Biol e da Saude [Internet]. 2011 Dec 20;17(2):141–
50. 
 
Maeda K, Nagata H, Ojima M, Amano A. Proteomic and transcriptional analysis of 
interaction between oral microbiota Porphyromonas gingivalis and Streptococcus  
oralis. J Proteome Res. 2015;14(1):82–94.  
 
Magán-Fernández A, Papay-Ramírez L, Tomás J, Marfil-Álvarez R, Rizzo M, Bravo M, et al. 
Association of simvastatin and hyperlipidemia with periodontal status and bone metabolism 
markers. J Periodontol [Internet]. 2014 Oct;85(10):1408–15. 
 
Malanovic N, Lohner K. Gram-positive bacterial cell envelopes: The impact on the activity of  
antimicrobial peptides. Biochim Biophys Acta - Biomembr [Internet]. 2016;1858(5):936–46.  
 
Marsh PD. Dental plaque as a microbial biofilm. Caries Res. 2004;38(3):204–11.  
 
Matalka II, Mhaidat NM, Fatlawi LA. Antioxidant activity of simvastatin prevents L- 
arginine-induced acute toxicity of pancreas. Int J Physiol Pathophysiol Pharmacol.  
2013;5(2):102–8.  
 
67 
 
 
Masadeh M, Mhaidat N, Alzoubi K, Al-azzam S, Alnasser Z. Antibacterial activity of statins:  
A comparative study of Atorvastatin, Simvastatin, and Rosuvastatin. Ann Clin Microbiol  
Antimicrob. 2012;11:1–5. 
 
McTaggart F, Buckett L, Davidson R, Holdgate G, McCormick A, Schneck D, et al.  
Preclinical and clinical pharmacology of rosuvastatin, a new 3-hydroxy- 3- 
methylglutaryl coenzyme A reductase inhibitor.The American Journal of Cardiology 2001; 87 
(5): 28-32. 
Mealey BL, Oates TW. Diabetes Mellitus and Periodontal Diseases. J Periodontol [Internet].  
2006 Aug;77(8):1289–303. 
 
Meza-Mauricio J, Soto-Peñaloza D, Peñarrocha-Oltra D, Montiel-Company JM, Peruzzo DC.  
Locally applied statins as adjuvants to non-surgical periodontal treatment for chronic  
periodontitis: a systematic review and meta-analysis. Clin Oral Investig. 2018;22(7):2413–30.  
 
Mombelli A. Microbial colonization of the periodontal pocket and its significance for  
periodontal therapy. Periodontol 2000. 2018;76(1):85–96.  
 
Mombelli A. Maintenance therapy for teeth and implants. Periodontol 2000 [Internet]. 
2019;79(1):190–9. Available from: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/prd.12255 
 
Nassaji M, Ghorbani R, Afshar RK. The effect of Statins use on the risk and outcome of acute  
bacterial infections in adult patients. J Clin Diagnostic Res. 2015;9(11):OC09-OC12.  
 
Nseir W, Khateeb J, Abu-Elheja O, Jihad B, Assy N. The impact of prior long-term versus  
short-term statin use on the mortality of bacteraemic patients. Infection [Internet]. 2012 Feb  
6;40(1):41–8. 
 
Park YH, Seo SY, Lee E, Ku JH, Kim HH, Kwak C. Simvastatin induces apoptosis in castrate  
resistant prostate cancer cells by deregulating nuclear factor-κB pathway. J Urol.  
2013;189(4):1547–52.  
 
Patrauchan MA, Sarkisova S, Sauer K, Franklin MJ. Calcium influences cellular and 
extracellular product formation during biofilm-associated growth of a marine 
Pseudoalteromonas sp. Microbiology. 2005;151(9):2885–97. 
 
Pérez-Gil J, Rodríguez-Concepción M. Metabolic plasticity for isoprenoid biosynthesis in  
bacteria: Figure 1. Biochem J [Internet]. 2013 May 15;452(1):19–25. 
 
Poston CJ, Pierce TC, Li Y, Brinson CW, Lu Z, Lauer AW, et al. Crevicular Fluid of Patients  
68 
 
 
with Periodontitis. 2017;22(5):438–44.  
 
Pradeep AR, Thorat MS. Clinical Effect of Subgingivally Delivered Simvastatin in the  
Treatment of Patients With Chronic Periodontitis: A Randomized Clinical Trial. J Periodontol  
[Internet]. 2010;81(2):214–22. 
 
Pradeep AR, Priyanka N, Kalra N, Naik SB, Singh SP, Martande S. Clinical efficacy of  
subgingivally delivered 1.2-mg simvastatin in the treatment of individuals with Class II  
furcation defects: a randomized controlled clinical trial. J Periodontol [Internet]. 2012 
Dec;83(12):1472–9. 
 
Pradeep AR, Rao NS, Bajaj P, Kumari M. Efficacy of subgingivally delivered simvastatin in  
the treatment of patients with type 2 diabetes and chronic periodontitis: a randomized double- 
masked controlled clinical trial. J Periodontol [Internet]. 2013 Jan;84(1):24–31. 
Qadir F, Alam SM, Siddiqi AQ, Kamran A. Pitavastatin is a potent anti-inflammatory agent in  
the rat paw model of acute inflammation. Pak J Pharm Sci [Internet]. 2014 Nov;27(6 Spec  
No.):2169–75. 
 
Rao NS, Pradeep AR, Bajaj P, Kumari M, Naik SB. Simvastatin local drug delivery in  
smokers with chronic periodontitis: a randomized controlled clinical trial. Aust Dent J  
[Internet]. 2013 Jun;58(2):156–62. 
 
Santos BFE, Souza EQM, Brigagão MRPL, Lima DC de, Fernandes LA. Local application of  
statins in the treatment of experimental periodontal disease in rats. J Appl Oral Sci [Internet].  
2017;25(2):168–76. 
 
Schlienger RG, Fedson DS, Jick SS, Jick H, Meier CR. Statins and the risk of pneumonia: A  
population-based, nested case-control study. Pharmacotherapy. 2007;27(3):325–32.  
 
Schulz S, Porsch M, Grosse I, Hoffmann K, Schaller H-G, Reichert S. Comparison of  
the oral microbiome of patients with generalized aggressive periodontitis and  
periodontitis-free subjects. Arch Oral Biol [Internet]. 2019 Mar;99:169–76.  
 
Seto H, Ohba H, Tokunaga K, Hama H, Horibe M, Nagata T. Topical administration of  
simvastatin recovers alveolar bone loss in rats. J Periodontal Res. 2008;43(3):261–7.  
 
Silva-Boghossian CM, Cesário PC, Leão ATT, Colombo AP V. Subgingival microbial profile 
of obese women with periodontal disease. J Periodontol. 2018;89(2):186–94. 
 
Socransky SS, Haffajee AD. Dental biofilms: difficult therapeutic targets. Periodontol  
69 
 
 
2000 [Internet]. 2002;28(1):12–55. 
 
Sun L, Sun S, Cheng A, Wu X, Zhang Y, Lou H. In vitro activities of retigeric acid B alone  
and in combination with azole antifungal agents against Candida albicans. Antimicrob Agents  
Chemother. 2009;53(4):1586–91.  
 
Tamaru H, Ishihara M. [Statin in the primary and secondary prevention of cardiovascular  
disease]. Nihon Rinsho [Internet]. 2016 Jun 20;74 Suppl 4:556–61. Available from:  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27534231 
 
Thangamani S, Mohammad H, Abushahba MFN, Hamed MI, Sobreira TJP, Hedrick VE, et  
al. Exploring simvastatin, an antihyperlipidemic drug, as a potential topical antibacterial  
agent. Sci Rep [Internet]. 2015;5(September):1–13.  
 
Ting M, Whitaker EJ, Albandar JM. Systematic review of the in vitro effects of statins on oral  
and perioral microorganisms. Eur J Oral Sci [Internet]. 2016 Feb;124(1):4–10.  
 
van den Hoek HL, Bos WJW, de Boer A, van de Garde EMW. Statins and prevention of  
infections: systematic review and meta-analysis of data from large randomised placebo  
controlled trials. BMJ [Internet]. 2011 Nov 29;343(nov29 1):d7281–d7281. 
 
Van De Garde EMW, Hak E, Souverain PC, Hoes AW, Van Den Bosch JMM, Leufkens  
HGM. Statin treatment and reduced risk of pneumonia in patients with diabetes. Thorax.  
2006;61(11):957–61.  
 
Vidal F, Figueredo CMS, Cordovil I, Fischer RG. Higher prevalence of periodontitis in  
patients with refractory arterial hypertension: a case-control study. Oral Dis [Internet].  
2011;17(6):560–3. 
 
Wang WC, Lagoudis M, Yeh CW, Paranhos KS. Management of peri-implantitis - A 
contemporary synopsis. Singapore Dent J [Internet]. 2017;38:8–16. Available from: 
http://dx.doi.org/10.1016/j.sdj.2017.10.001 
 
Whitaker E, Alshammari A. Bacteriostatic effect of simvastatin on selected oral streptococci  
in vitro. Contemp Clin Dent [Internet]. 2017;8(1):59. 
 
Yu X, Pan Y, Ma H, Li W. Simvastatin inhibits proliferation and induces apoptosis.in human 
lung cancer  cells. Oncology research. 2013; 20(8): 351-7. 
70 
 
 
 
Zhao X, Liu Y, Zhong Y, Liu B, Yu K, Shi H, et al. Atorvastatin Improves Inflammatory  
Response in Atherosclerosis by Upregulating the Expression of GARP. Mediators Inflamm  
[Internet]. 2015;2015:1–13. 
 
 
 
 
 
 
  
71 
 
 
ANEXO 1 - VERIFICAÇÃO DE ORIGINALIDADE E PREVENÇÃO DE 
PLÁGIO (TURNITIN) 
 
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS ESTATINAS CONTRA BACTÉRIAS DA 
MICROBIOTA ORAL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
72 
 
 
ANEXO 2 – DOCUMENTO DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM 
PESQUISA – FOP/UNICAMP 
 
UNICAMP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE
PIRACICABA DA
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Pesquisador:
Título da Pesquisa:
Instituição Proponente:
Versão:
CAAE:
Análise dos efeitos das estatinas sobre a viabilidade e virulência de microrganismos
orais
RAFAELA DURRER PAROLINA DE CARVALHO
Faculdade de Odontologia de Piracicaba - Unicamp
3
95670218.6.0000.5418
Área Temática:
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Número do Parecer: 2.946.291
DADOS DO PARECER
Transcrição editada do conteúdo do registro do protocolo e dos arquivos anexados à Plataforma Brasil
Delineamento da pesquisa: Trata-se de estudo laboratorial, in vitro, com intervenção medicamentosa,
longitudinal, que envolverá um participante adulto e sadio, que não esteja utilizando medicamentos, do qual
será recolhida amostra de saliva total não estimulada que será utilizada como substrato em meios de
cultura. O presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito das estatinas sobre o crescimento, viabilidade
e virulência em cepas de microrganismos orais. Culturas dessas cepas serão avaliadas na forma
planctônica quanto à sensibilidade à atorvastatina, pravastatina e sinvastatina através dos testes de
Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM). Das três estatinas, as
duas que apresentarem melhores resultados serão avaliadas em testes complementares, com o intuito de
verificar a atividade dessas substâncias no tempo de morte bacteriana, pelo teste de time-kill, na capacidade
de formação de biofilme, por meio dos testes de inibição de formação de biofilme, microscopia eletrônica de
varredura e capacidade de colonização às células epiteliais.
Critérios de inclusão: voluntário sadio, jovem, não usuário de medicamentos
Critérios de exclusão: voluntários idosos, usuários de medicamentos.
Substâncias utilizadas e grupos experimentais: Serão utilizadas para a avaliação de seus efeitos
antimicrobianos, as seguintes substâncias: atorvastatina, pravastatina e sinvastatina (Sigma
Apresentação do Projeto:
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAOPatrocinador Principal:
13.414-903
(19)2106-5349 E-mail: cep@fop.unicamp.br
Endereço:
Bairro: CEP:
Telefone:
Av.Limeira 901 Caixa Postal 52
Areião
UF: Município:SP PIRACICABA
Fax: (19)2106-5349
Página 01 de  12
UNICAMP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE
PIRACICABA DA
Continuação do Parecer: 2.946.291
Chemical Co - Poole, UK). As soluções de atorvastatina e sinvastatina serão feitas utilizando DMSO como
solvente e a pravastatina em água. Essas soluções serão filtradas com a utilização de filtros de poros de
0,22 µm. Os grupos experimentais testados serão: grupos teste (meio de cultura + bactéria + estatina),
grupo controle positivo (meio de cultura + bactéria) e grupo controle de veículo (meio de cultura + bactéria +
Dimetilsulfóxido -DMSO). Esses mesmos controles experimentais serão feitos na ausência do inóculo
bacteriano. As concentrações das estatinas utilizadas nos experimentos serão de 250 a 2,5 µg/mL. Como
antimicrobiano padrão será utilizado o metronidazol (Sigma) nas mesmas concentrações testadas para as
estatinas. Todos os testes serão realizados com 5 replicatas, em pelo menos 2 momentos diferentes.
Amostra bacteriana e condições de cultivo: Serão utilizadas as bactérias Porphyromonas gingivalis W83 e
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Actinomyces
odontoliticus O crescimento e cultivo serão feitos sob condições anaeróbicas (10% CO2, 10% H2 e 80% N2)
utilizando uma câmara de anaerobiose (MiniMacs Anaerobic Workstation, Don Whitley Scientific, Shipley,
UK) à 37oC. Os seguintes meios de cultura serão utilizados (todos acrescidos de 5 µg/mL hemina (Sigma) e
1 µg/mL menadiona (Sigma): - TSB-HM - caldo TSB (Tryptic Soy broth - Difco Co, Detroit, MI, USA) com
Extrato de Levedura a 2%; - BRUCELLA-HM - caldo Brucella (Difco); - TSA-HM (Tryptic Soy Agar - Difco)
com 2% de Extrato de Levedura e 7% de sangue de carneiro desfibrinado; - BRUCELLA AGAR-HM -
Brucella agar com 7% de sangue de carneiro desfibrinado.
TESTES INICIAIS:
Ensaios in vitro de Concentração Inibitória Mínima (CIM) e da Concentração Bactericida Mínima (CBM):
A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e da concentração bactericida mínima (CBM) será
realizada segundo as recomendações da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI - Metodologia
dos Testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluição para Bactéria de Crescimento
Anaeróbico: Norma Aprovada – Sétima Edição), com algumas modificações (Graziano et al., 2014). O teste
será feito em placas de poliestireno de 96 poços, pela técnica da microdiluição, contendo meio caldo
BRUCELLA-HM (100 µL/poço). Culturas bacterianas serão crescidas em meio BRUCELLA AGAR HM
durante 48 h. O inóculo bacteriano será preparado a partir dessas culturas em placa, onde colônias
bacterianas serão dispersadas em solução salina estéril e a turbidez será ajustada para o padrão McFarland
de 0,5 (padronização em espectrofotômetro). Isso resultará numa suspensão contendo aproximadamente de
1 a 2 x 108 UFC/mL. Essa suspensão bacteriana será diluída e 10 µL serão adicionados a cada poço da
placa, resultando num
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inóculo final de 1 × 106 UFC/mL. Também serão acrescentados aos poços 10 µL das soluções de
atorvastatina, pravastatina, sinvastatina ou antimicrobiano padrão (metronidazol) nas concentrações de
concentrações de 250–2,5 µg/mL (diluição de 2 vezes). As placas serão incubadas por 48 h em anaerobiose
e posteriormente serão analisadas por espectrofotometria para verificação do crescimento (660 nm). A
menor concentração do composto que não apresentar turbidez será considerada a CIM. Para a CBM, 10 µL
dos poços onde não houver crescimento bacteriano, serão plaqueados em meio BRUCELLA AGAR-HM e
incubados em condições anaeróbicas por 48 h. As concentrações referentes às placas onde não houver
crescimento serão consideradas as CBM.
Testes complementares: Para os testes complementares descritos a seguir, será escolhida a estatina que
apresentar melhor resultado para os testes de CIM e CBM. Para o teste de adesão celular, será utilizada P.
gingivalis ATCC 33277, cepa com alta capacidade de adesão e invasão celular (Lamont et al., 1995).
Nesses testes serão avaliados os efeitos da estatina sobre a capacidade de colonização de P. gingivalis às
células epiteliais e sobre a inibição de formação de biofilme.
Time Kill em culturas planctônicas: Esse teste será realizado para determinar o perfil de ação antimicrobiana
das estatinas em comparação ao metronidazol. O teste de time kill será conduzido segundo o protocolo de
Pilai et al., 2005 e Graziano et al, 2015. As cepas bacterianas serão crescidas em meio TSB-HM a 37° C por
24 h. Com essa cultura, será preparado um inóculo de 0,5 na escala McFarland (1 a 2 x 108 UFC/mL)
utilizando um espectrofotômetro (comprimento de onda de 660 nm, absorbância de 0,135). Dessa
suspensão bacteriana, serão utilizados 10 µL para inocular 10 mL de TSB-HM, acrescidos de 2
concentrações de solução da estatina ou antimicrobiano padrão (CIM, 4x>CIM). Essas concentrações serão
escolhidas de acordo com as CIM encontradas no experimento anterior. Os tubos serão incubados a 37° C
e nos tempos 0, 2, 4, 8 e 24 h, uma alíquota de 100 µL será semeada em TSA-HM. Após 48 h de incubação
das placas, serão contadas as colônias para a determinação de UFC/mL. Com esses valores, serão então
construídas as curvas de Time Kill, considerando os valores de UFC/mL versus o tempo.
TESTE DE AVALIAÇÃO DE COLONIZAÇÃO DE P. GINGIVALIS ÀS CÉLULAS EPITELIAIS:
Cultura de células orais do tipo KB: As células epiteliais KB (ATCC CCL 17) serão mantidas como estoque
congeladas e cultivadas em meio de cultura Eagle de Dulbecco modificado - DMEM (GIBCO, Paisley, Reino
Unido) acrescido de solução penicilina 100U/mL + estreptomicina 100U/mL + 0,292 mg/mL de L-glutamina
(GIBCO), 2,2 g/L de bicarbonato de sódio e 10% de soro bovino fetal (SBF- Cultilab, Campinas, Brasil),
ajustado para um pH entre 6,9 -7,0 em 5% de CO2 a 37ºC
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(Cogo et al., 2009). A passagem de células KB será realizada duas vezes por semana e não poderão ser
usadas se forem feitas mais de 12 passagens.
Capacidade de adesão de P. gingivalis às células epiteliais KB: A metodologia para avaliação dos efeitos da
estatina sobre a capacidade de adesão celular de P. gingivalis será realizada a partir de metodologias
previamente descritas, com algumas alterações (Cogo et al., 2009; Lörh et al., 2011). Células KB (2 x 105
células) serão cultivadas a 90% de confluência em placas de 24 poços em atmosfera de 5% CO2, à 37oC. O
sobrenadante será removido e a monocamada será lavada 3X com tampão fosfato-salino (PBS) e incubada
em SBF e meio livre de antibiótico. Culturas de P. gingivalis serão cultivadas nas condições descritas
anteriormente até atingir uma Densidade Óptica de 1,2 (A660 nm). As culturas bacterianas serão
centrifugadas a 4000 g, por 10 min e ressuspendidas em 0,5M NaCO3 numa quantidade de 1x108 UFC/mL.
O corante fluorescente isoticionato de fluoresceína (FITC -50 mg/ml - Sigma - Aldrich, Steinhein, Alemanha)
será adicionado a suspensão bacteriana para marcar as células bacterianas, incubando por 30 minutos a
37ºC. As bactérias serão sedimentadas (3600 g, por 5 minutos) e lavadas duas vezes em PBS para remover
o FITC excedente. As bactérias marcadas com FITC serão suspensas em meio DMEM. Para investigar o
efeito da estatina sobre a adesão da P. gingivalis em células KB, alguns procedimentos de incubação serão
aplicados:
I) Para pré-incubação das bactérias marcadas: P. gingivalis marcadas com FITC serão expostas à estatina
(2xCIM) e incubadas por 30 minutos a 37 ºC. Após a sedimentação e lavagem em PBS, as bactérias serão
ressuspendidas em DMEM e serão acrescentadas as células KB (100:1 - razão entre bactéria/célula - RBC)
por 90 minutos em 37 ºC; II) Para pré-incubação de células KB: a estatina (2xCIM) será adicionada ao
DMEM e as células KB serão incubadas por 90 minutos a 37ºC. Posteriormente, as células KB serão
lavadas três vezes em PBS e P. gingivalis marcada com FITC será adicionada (RBC 100:1) e incubada por
90 minutos em 37ºC. III) Para co-incubação (células e bactérias): a estatina (2xCIM)) e P. gingivalis marcada
com FITC (RCB 100:1) serão simultaneamente adicionadas células KB e incubadas por 90 minutos a 37 ºC.
Depois de cada tipo de incubação, as células KB serão lavadas três vezes em PBS, desprendidas dos
poços da placa com EDTA-tripsina por 3 minutos a 37ºC e depois ressuspendidas em DMEM, suplementado
com SBF (8%). A intensidade de adesão de P. gingivalis marcadas com FITC em células KB serão
analisadas por citometria de fluxo (Laboratório de Patologia da FOP/UNICAMP).
Formação de biofilme de P. gingivalis: Os ensaios de formação de biofilme serão conduzidos como descrito
previamente (Cogo et al., 2008; Joia et al., 2017) com algumas modificações. Biofilme de P. gingivalis será
crescido em placas de poliestireno de 48 poços. Em cada poço será pipetado 3
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mL de meio TSB suplementado com 1,5 % de BHI e 0,2% de extrato de levedura, acrescido de hemina e
menadiona. Uma suspensão bacteriana será preparada utilizando uma cultura crescida por 24 h, ajustando
a mesma para um valor de 0,3 densidade óptica a 550 nm. Em cada poço, será acrescentado 1 mL do
inóculo. O crescimento bacteriano será feito em anaerobiose, por 24 h. Esse modelo de biofilme será
utilizado para a condução dos testes a seguir.
Inibição de formação de biofilme de P. gingivalis (placa de 48 poços): Nesse experimento, a adição da
substância será feita desde o início da formação do biofilme (t=0), utilizando concentrações de 2x>CIM e
4x>CIM. Depois de 24 h de crescimento do biofilme expostos à estatina ou antimicrobiano padrão, as placas
serão lavadas com água destilada para a remoção das bactérias não aderidas ou mortas. Após, as placas
serão secas a temperatura ambiente e será adicionado 150 µL de corante cristal violeta 0,4% em cada poço,
sendo então deixadas em repouso por 30 minutos. Ao término desse período, o cristal violeta será removido
e a placa será novamente seca a temperatura ambiente. Ao final do procedimento, adiciona-se 200 µL de
etanol 98% por 30 min e o conteúdo será então transferido para uma nova placa, sendo realizada a leitura
em leitor de microplacas a 575 nm.
Origem, coleta e preparo da saliva: Para a formação de biofilme nos discos de titânio será utilizada saliva
humana estéril, após a aprovação do comitê de ética em humanos da FOP-UNICAMP. A saliva será coleta
de um único indivíduo (como forma de diminuir as diferenças na constituição da saliva caso fosse utilizado
vários voluntários), sadio, jovem, não usuário de medicamentos e pertencente ao Programa de Pós
Graduação em Odontologia da Fop/Unicamp. Não será realizado armazenamento de qualquer volume de
saliva que possa sobrar durante a realização dos experimentos. A coleta da saliva será feita no dia da
realização do experimento de biofilme no Laboratório de Microbiologia da Farmacologia; a quantidade
coletada será 10% acima do volume necessário, por questões de segurança, havendo a sobra da saliva, a
mesma será descartada. A coleta de saliva será realizada no período da manhã com o voluntário em jejum,
após ter usado creme dental sem triclosan na noite anterior e no dia da coleta; não deverá usar
enxaguatórios bucais. A saliva será coletada no tubo esterilizado e mantida em gelo, para auxiliar a coleta
poderá ser oferecido o filme de parafina para estimulação da saliva. Serão descartados os primeiros 5 mL e
coletados cerca de 40 mL de saliva; acrescentar solução de PMSF 0,1M e Solução AB (KCl 50 mM, KHPO4
1 mM, CaCl2 1 mM, MgCl2 0,1 mM). Essa mistura será centrifugada 10 min, à 4oC, 3800 g. Coletar o
sobrenadante e filtrar (filtro 0,22 µm a vácuo) para esterilização da saliva (Koo et al., 2005).
Inibição da adesão nos discos de titânio: Como superfície para a formação de biofilme, serão
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utilizados discos de titânio fornecidos pela empresa Conexão Implantes (Arujá, São Paulo). As amostras de
titânio comercialmente puro (grau 4) serão usinadas no formato de discos (10 mm de diâmetro e 2 mm de
espessura). A adesão de monocultura de P.gingivalis W83 será feita sobre discos de titânio estéreis (disco
de Ti). Para o crescimento inicial e a formação do biofilme, os discos de Ti serão inseridos na posição
vertical, com auxílio de aparatos metálicos, em placas de poliestireno estéreis com 24 poços. Para a
formação da película adquirida, será utilizada saliva humana estéril. Após preparação da saliva, serão
pipetados 3 mL por poço em placa de 24 poços, colocando os aparatos contendo os discos de Ti na posição
vertical e levando-os para Orbital Shaker por 2 h, 60 rpm, a 37 o C, para a formação da película adquirida.
Após esse período, os discos serão removidos e levados à outra placa contendo meio de cultura BHI
modificado (Sánchez et al. 2011), inóculo bacteriano e a substância-teste (sinvastatina ou metronidazol). As
concentrações utilizadas da sinvastatina foram 10xMIC e 100xMIC (31,25µg/mL; 312,5µg/mL) e do
metronidazol serão 10xMIC e 100xMIC (1,95µg/mL; 19,5µg/mL). O inóculo bacteriano será preparado a
partir de uma cultura crescida por 48h, onde colônias bacterianas serão ressuspendidas em meio de cultura
TSB-BHI-HM e deixadas por mais 18h na anaerobiose ajustando a mesma para um valor de 0,5 na
densidade óptica a 660 nm no espectrofotômetro. As placas de 24 poços serão incubadas a 37ºC, em
anaerobiose, por 48 horas. Grupos controles sem bactéria serão utilizados para o controle de contaminação.
Após esse período, os discos serão lavados 2 vezes em solução estéril de NaCl 0,9%, objetivando-se a
remoção do meio de cultura e de células não aderidas. Em seguida, os discos serão colocados
individualmente em tubos tipo Falcon contendo 5 mL de NaCl 0,9% e agitando em vórtex cada tubo Falcon
por 1 min. Para o total desprendimento do biofilme aderido, será utilizada a sonicação pelo aparelho Vibra
Cell® (Sonics & Material Inc), durante um período de 1 min, a 4 oC, 5% de amplitude 10 e 6 pulsos (9,9 s
cada pulso e 5 s de intervalo). A suspensão bacteriana resultante será diluída (10 a 10.000 vezes) e uma
alíquota de 10 µL de cada diluição será plaqueada em meio TSA (Tryptic Soy Agar - Difco) com extrato de
levedura, hemina, menadiona e 7% de sangue de carneiro desfibrinado. As placas serão incubadas em
estufa de anaerobiose, a 37o C, por 48 h. Após o período de incubação serão realizadas as contagens das
unidades formadoras de colônia por mL (UFC/mL).
Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV): Esse ensaio será realizado para avaliar a morfologia do biofilme
após tratamento com a estatina ou antimicrobiano padrão nas concentrações de 2x>CIM e 4x>CIM. Para
isso, o biofilme será crescido como descrito anteriormente (item 4.4.3), expostos ou não as substâncias
teste por 24 h. O crescimento será feito em lâminas Lab-tek (Nunc, Naperville, IL, USA). Após o período de
incubação, as lâminas serão lavadas com NaCl 0,9% e
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fixadas com solução de glutaraldeído/PBS por 12 h. Os biofilmes serão então desidratados com soluções
crescentes de etanol (50% a 100%), expondo o biofilme 1 min em cada solução. Os biofilmes serão
recobertos com ouro e examinados em MEV (JEOL, Japão) (Graziano et al., 2015).
Análise estatística dos dados: Para a avaliação dos dados serão utilizados modelos paramétricos e não
paramétricos considerando o fator fixo tipo fármaco (veículo, estatina ou antimicrobiano padrão) utilizado. A
comparação dos dados obtidos será feita entre os grupos (controles positivo e negativo, estatina e
antimicrobiano padrão). Para a análise dos resultados entre os grupos do estudo, será testada a
normalidade dos dados obtidos e para este fim, usaremos o teste de Shapiro-Wilks e a equivalência das
variâncias será então testada com o teste de Levene. Caso não se obtenha distribuição normal e/ou
equivalência das variâncias será feita a transformação dos dados (logaritmo na base n ou raiz quadrada).
Após a realização da ANOVA, se forem obtidas diferenças significativas, as comparações múltiplas serão
realizadas com o teste de Bonferroni (post hoc teste). Caso os dados não satisfaçam os critérios para testes
paramétricos, a comparação dos dados obtidos será realizada com o teste não paramétrico de Kruskal-
Wallis. Caso sejam encontradas diferenças entre os grupos, as comparações múltiplas serão realizadas com
o teste de comparações múltiplas de Dunn. O nível de significância adotado será de 5%. Desta forma,
quando o valor de p0,05, aceita-se a hipótese Ho, pelo qual pode-se dizer não existir diferenças estatísticas
entre os grupos. Caso p< 0,05 se aceita a hipótese alternativa em que se pode dizer que as diferenças entre
os grupos não são ao acaso, e sim, diferenças reais. Todos os cálculos serão realizados com o software
BioEstat version 5.0 (Mamirauá/CNPq, Belém, PA, Brazil).
A pesquisa será realizada na Área de Patologia da FOP (Citometria de fluxo), no Centro de Microscopia e
Imagem da FOP (MEV) e na área de Farmacologia da FOP-UNICAMP (demais etapas).
Pendência 1 (atendida em 05/10/18)- A lista de pesquisadores citada na capa do projeto de pesquisa inclui
Rafaela Durrer Parolina de Carvalho (Farmacêutica, Mestranda no PPG em Odontologia (área de
Farmacologia) da FOP-UNICAMP, pesquisadora responsável, orientanda), Karina Cogo Müller
(Farmacêutica, Docente na FEnf da UNICAMP e no PPG em Odontologia da FOP-UNICAMP, pesquisadora
participante, orientadora) e Daniel Cheuk Hong Chan (Graduando no curso de Odontologia da FOP-
UNICAMP, pesquisador participante), o que é confirmado na declaração dos pesquisadores e no registro do
protocolo na PB.
Pendência 2 (atendida em 05/10/18)- A capa do projeto inclui o nome dos três pesquisadores e seus dados.
Pendência 3 (atendida em 06/09/18)– O texto da metodologia foi ajustado.
Pendência 4 (atendida em 06/09/18)– O texto da metodologia foi ajustado quanto ao tempo
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verbal.
Pendência 5 (atendida em 06/09/18)- Quanto à divergência dos cronogramas de realização da pesquisa, os
pesquisadores informaram que “em relação ao cronograma descrito na PB, quando colocamos esse período
de 5 meses estávamos nos referindo à etapa de formação do biofilme, para o qual precisaremos da saliva
como substrato para a formação, acabamos não nos contabilizando o tempo todo de experimentos”. O
cronograma proposto para a pesquisa no projeto informa o início em março de 2017 (etapas preliminares),
em julho de 2018 (experimentos) e o término em fevereiro de 2020 e prevê 24 meses para conclusão do
estudo. O cronograma descrito na PB indica que a pesquisa será iniciada em 01/10/2018 e será concluída
em 28/02/2019, em um total de 5 meses.
Pendência 6 (atendida)- Ainda que os pesquisadores não tenham efetivamente respondido à pendência,
será considerada a presença das autorizações de acesso e uso dos laboratórios da Área de Farmacologia
da FOP/Unicamp, do equipamento Citômetro de Fluxo da área de Patologia da FOP e do MEV, do Centro
de Microscopia e Imagem da FOP como lista de locais de realização da pesquisa.
O arquivo ajustado do projeto de pesquisa, com as áreas modificadas marcadas em amarelo foi
apresentado.
HIPÓTESE: Verificar efeito pleiotrópico das estatinas, ou seja, efeito antimicrobiano contra microrganismos
orais.
OBJETIVO PRIMÁRIO: Os objetivos do presente estudo são avaliar os efeitos e os mecanismos de ação
das estatinas sobre: 1. A viabilidade e crescimento de microrganismos orais através dos testes de
concentração inibitória e teste de time-kill; 2. A capacidade de colonização de microrganismos orais às
células epiteliais KB através de citometria de fluxo; 3. A formação de biofilme pelos ensaios de inibição de
formação de biofilme e microscopia eletrônica de varredura.
Objetivo da Pesquisa:
Quanto aos riscos e desconfortos previstos para os participantes, os pesquisadores informaram que “Não
proporcionará nenhum risco ou desconforto ao voluntário”.
Quanto aos benefícios diretos previstos para os participantes, os pesquisadores informaram que “O principal
benefício da pesquisa, caso comprovado, será descobrir se dentre as estatinas estudadas, há o potencial
para ação antimicrobiana e consequente tratamento das periodontites. Os benefícios são, portanto, de
caráter científico, não havendo benefício direto ao participante”.
Avaliação dos Riscos e Benefícios:
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Quanto ao modo de abordagem dos participantes da pesquisa para a obtenção do TCLE os pesquisadores
informaram que “Os participantes da pesquisa serão recrutados no programa de Pós-graduação em
Odontologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba. O recrutamento será realizado na própria
Faculdade, durante o período letivo, pela aluna Rafaela D. Parolina de Carvalho mestranda da Farmacologia
e pelo aluno de Graduação Daniel Cheuk Hong Chan (pesquisadores desse projeto). O recrutamento
poderá será realizado conforme a disponibilidade do voluntário, mas preferencialmente no período da
manhã”.
Quanto às medidas para proteção ou minimização dos desconfortos e riscos previsíveis os pesquisadores
informaram que “Não haverá previsão de medidas de proteção, pois não há risco ou desconforto previsível.
Caso o voluntário não consiga salivar bem naturalmente ou não consiga mastigar o filme de parafina para
estimular a salivação poderá decidir em não participar do estudo”.
Quanto às medidas de proteção à confidencialidade os pesquisadores informaram que “Resguardar todas
as informações individuais acerca da pesquisa, tratando-as com impessoalidade e não revelando a
identidade do voluntário que as originou. Utilizaremos o material (saliva) fornecido pelo voluntário somente
para esta pesquisa”.
Quanto à previsão de ressarcimento de gastos os pesquisadores informaram que “Não haverá nenhum
custo para participar deste trabalho”.
Quanto à previsão de indenização e/ou reparação de danos os pesquisadores informaram que “Não há
previsão de dano temporário ou permanente ao voluntário”.
Quanto aos critérios para suspender ou encerrar a pesquisa os pesquisadores informaram que “Será
encerrada quando as informações desejadas forem obtidas”.
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:
A declaração dos pesquisadores foi apresentada adequadamente preenchida e assinada.
A declaração da instituição foi apresentada adequadamente preenchida e assinada.
Foi apresentada a autorização de acesso e uso dos laboratórios da área de Farmacologia da FOP-
UNICAMP, assinada pelo Prof. Pedro Luiz Rosalen, o que em princípio é redundante pois a área já
autorizou o uso dos respectivos laboratórios na declaração da Instituição.
A pesquisa foi classificada na Grande Área 4 (Ciências da Saúde) e tem como título público “Análise dos
efeitos das estatinas sobre a viabilidade e virulência de microrganismos orais“. A pesquisa não foi
classificada nas áreas temáticas especiais. A Instituição proponente da pesquisa é a Faculdade de
Odontologia de Piracicaba – Unicamp e não foi listada Instituição Coparticipante.
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:
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Pendência 7 (atendida em 06/09/18)- A FR foi apresentada preenchida (1 participante, sem patrocinador
principal) e assinada pela pesquisadora responsável (Dra Rafaela Durrer Parolina de Carvalho) e pelo
Diretor da FOP-UNICAMP (Dr. Guilherme Elias P. Henriques).
Pendência 8 (atendida em 06/09/18)– Foi apresentada a autorização para acesso e uso do equipamento de
citometria de fluxo assinada pelo Prof. Edgard Graner.
Pendência 9 (atendida em 06/09/18)– Foi apresentada a autorização para acesso e uso do equipamento
MEV assinada pelo Prof. Mário Fernando de Góes.
Pendência 10 (atendida em 06/09/18)- O modelo ajustado de TCLE foi apresentado.
Pendência 11 (atendida em 06/09/18)- Quanto à coleta de amostras de saliva e a eventual necessidade de
registro de Biorrepositório, os pesquisadores informaram que “descrevemos na metodologia que não será
armazenado qualquer volume de saliva, a coleta será feita no dia do experimento e sobras serão
descartadas”.
Pendência 12 (atendida em 06/09/18)- O orçamento descrito na PB informa que a pesquisa terá custo de R$
20.000,00, para aquisição de materiais diversos. Os pesquisadores citam, no registro da PB, que o
patrocinador secundário da pesquisa será o CNPq.
As recomendações a seguir não são pendências, não havendo necessidade de resposta às mesmas:
RECOMENDAÇÃO 1- Após a aprovação do protocolo de pesquisa os pesquisadores devem atentar para a
necessidade de envio de relatórios parciais de atividade (no mínimo um a cada 12 meses) e do relatório final
de atividade (ao término da pesquisa). RECOMENDAÇÃO 2- Reforça-se a necessidade do registro, na
forma de Biorrepositórios ou Biobancos, dos materiais biológicos coletados que venham a ser estocados
para uso futuro, tanto no projeto quanto na declaração dos pesquisadores e de registrar a intenção no TCLE
que será assinado pelo participante. RECOMENDAÇÃO 3- Os pesquisadores devem atentar para a
necessidade de aplicação de TCLE para coleta de amostras a serem estocadas em Biobancos e
Biorrepositórios e para a necessidade de aplicação de novo TCLE quando da realização de novas
pesquisas com o material estocado. RECOMENDAÇÃO 4- Pesquisas com dentes doados por profissionais
de saúde ainda são toleradas em hipótese pelo CEP-FOP, mas os pesquisadores devem estar cientes de
que esta solução dista do ideal ético de consulta direta ao participante por meio de TCLE específico da
pesquisa ou da obtenção dos dentes a partir de um Biobanco de dentes e que estas últimas situações
deveriam ser escolhidas em substituição à primeira. RECOMENDAÇÃO 5- Destaca-se que o parecer
consubstanciado é o documento oficial de aprovação do sistema CEP/CONEP e os certificados emitidos
pela secretaria do CEP-FOP, a pedido, após a aprovação final do protocolo, só têm valor
Recomendações:
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simbólico e devem ser evitados. RECOMENDAÇÃO 6- Intercorrências e eventos adversos devem ser
relatados ao CEP-FOP por meio da PB. RECOMENDAÇÃO 7- Eventuais mudanças pretendidas no
protocolo devem ser comunicadas como emendas ao CEP por meio da PB. RECOMENDAÇÃO 8- O
parecer do CEP-FOP é fortemente baseado nos textos do protocolo encaminhado pelos pesquisadores e
pode conter inclusive trechos transcritos literalmente do projeto ou de outras partes do protocolo. Trata-se,
ainda assim, de uma interpretação do protocolo. Caso algum trecho do parecer não corresponda ao que
efetivamente foi proposto no protocolo, os pesquisadores devem se manifestar sobre esta discrepância. A
não manifestação dos pesquisadores será interpretada como concordância com a fidedignidade do texto do
parecer no tocante à proposta do protocolo.
Não há mais pendências por resolver (vide texto acima).
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:
Parecer de aprovação de Protocolo emitido "ad referendum" conforme autorização do Colegiado na reunião
de 21/02/2018. Será submetido para homologação na reunião de 10/10/2018.
Considerações Finais a critério do CEP:
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação
Informações Básicas
do Projeto
PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO_P
ROJETO_1198423.pdf
05/10/2018
15:56:46
Aceito
Folha de Rosto folharostoassinada.pdf 05/10/2018
15:52:36
RAFAELA DURRER
PAROLINA DE
CARVALHO
Aceito
TCLE / Termos de
Assentimento /
Justificativa de
Ausência
TCLE.pdf 05/10/2018
15:51:46
RAFAELA DURRER
PAROLINA DE
CARVALHO
Aceito
Projeto Detalhado /
Brochura
Investigador
projeto_cep_final.pdf 05/10/2018
15:49:13
RAFAELA DURRER
PAROLINA DE
CARVALHO
Aceito
Outros carta_resposta_parecer.pdf 05/10/2018
15:48:18
RAFAELA DURRER
PAROLINA DE
CARVALHO
Aceito
Situação do Parecer:
Aprovado
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PIRACICABA, 07 de Outubro de 2018
jacks jorge junior
(Coordenador(a))
Assinado por:
Necessita Apreciação da CONEP:
Não
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